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ZUSAMMENFASSUNG

Die Bildgebung spielt in der Medizin eine zentrale Rolle, da sie mafRgeblich die Diagnose,
Therapie und Prognose beeinflusst. Insbesondere die spezifische Darstellung von
Entzindungsprozessen stellt weiterhin eine Herausforderung dar. Eine in der Klinik etablierte
nicht-invasive Bildgebungsmodalitat stellt die Magnetresonanztomographie (MRT) dar, welche
eine hervorragende Darstellung von Weichgeweben ermoglicht, aber keine ionisierte
Strahlung bendétigt. Die Detektion von Entziindungsprozessen mittels MRT ist bei Verwendung
konventioneller anatomischer Bildgebungssequenzen nur eingeschrankt maoglich. Jedoch
stellt die Beladung von phagozytischen Immunzellen mit Perfluorkarbon-Nanoemulsionen in
diesem Zusammenhang einen vielversprechenden Ansatz dar, da Fluor im menschlichen
Koérper nahezu nicht vorkommt und somit eine hochspezifische und nahezu hintergrundfreie
Visualisierung mittels '°F-MRT méglich ist. Bereits 2008 konnte Flégel et. al. im Mausmodell
eines Myokardinfarktes durch intravends injizierte Perfluorkarbon-Nanoemulsionen
entziindliche Prozesse durch Aufnahme von Monozyten mittels kombinierter 'H/'*F-MRT
darstellen. Der Fokus dieser Arbeit lag auf der gezielten Bildgebung neutrophiler
Granulozyten, da sie zu den ersten Immunzellen gehoéren, die in das inflammatorische
Gewebe migrieren. Eine frihzeitige und spezifische Visualisierung dieser Immunzellpopulation
eroffnet daher neue diagnostische Mdéglichkeiten.

Ziel dieser Arbeit war die Optimierung des Targetings von Perfluorkarbon-Nanoemulsionen
(PFCs) zur selektiven Darstellung von neutrophilen Granulozyten. Zum Targeting von
neutrophilen Granulozyten wurde ein spezifisch an CD177 bindendes Peptid (hN-Peptid) an
die PFCs gekoppelt. Zur Reduktion der unspezifischen Aufnahme durch Monozyten und
Makrophagen wurden die PFCs zusatzlich entweder PEGyliert oder mit einem CD47 Peptid
funktionalisiert. Die PEGylierung der PFCs flhrte zu einer verminderten unspezifischen
Aufnahme, insbesondere in Monozyten und damit zu einer verbesserten Spezifitat. Das aktive
Targeting mittels hN-Peptid steigerte die Aufnahme in neutrophilen Granulozyten. Jedoch
wurde durch zusatzliche PEGylierung nicht nur die unspezifische, sondern auch die
spezifische Aufnahme reduziert. CD47 ist dafur bekannt ein ,don’t eat me"Signal zu
vermitteln. Die CD47 Funktionalisierung zeigte eine moderate Reduktion der monozytaren
Aufnahme bei gleichzeitig geringem Effekt auf neutrophile Granulozyten, wobei zudem eine
donorspezifische Variabilitit der SIRPo-Expression beobachtet wurde. Da SIRPa als
Rezeptor fur CD47 fungiert, kdnnte die Variabilitdt die unterschiedlich ausgepragten Effekte
der CD47-Funktionalisierung erklaren. Eine Kombination aus CD47 und aktivem Targeting
mittels hN-Peptid flhrte entgegen der Erwartung nicht zu einer weiteren Reduktion der
monozytaren Aufnahme. Stattdessen zeigte sich eine teilweise erhdhte Aufnahme in
neutrophilen Granulozyten, was auf komplexe Wechselwirkungen der Modifikationen hinweist.
Insgesamt liefern die Ergebnisse dieser Arbeit wichtige Erkenntnisse zur Optimierung von
PFC-Nanoemulsionen flr die zellspezifische Bildgebung. Fur die Zukunft bedarf es eine
weitere Optimierung der Oberflachenmodifikation, um eine noch spezifischere und gezieltere
Darstellung neutrophiler Granulozyten ermoglichen. Dies kdnnte in der Medizin langfristig zur
Verbesserung der Diagnostik entzundlicher Erkrankungen beitragen.



SUMMARY

Imaging plays a central role in medicine, as it significantly influences diagnosis, therapy and
prognosis. In particular, the specific visualization of inflammatory processes remains a major
challenge. An established non-invasive imaging modality is magnetic resonance imaging (MRI)
which provides excellent soft tissue contrast, but does not require ionizing radiation. However,
the detection of inflammatory processes using conventional anatomical MRI sequences is
limited. In this context, immune cells loaded with perfluorocarbon nanoemulsions (PFCs)
represent a promising approach, as fluorine in virtually absent in the human body, enabling
specific and nearly background-free imaging using "°F-MRI. In 2008, Fldgel et al. demonstrated
in a mouse model of myocardial infarction that inflammatory processes can be visualized using
intravenously administered perfluorocarbon nanoemulsions, which are taken up by monocytes
and detected via combined "H/"®F-MRI. The focus of this work was the targeted imaging of
neutrophil granulocytes, as they are among the first immune cells to migrate into inflamed
tissue. Early and specific visualization of this immune cell population therefore offers new
diagnostic opportunities.

The aim of this study was to optimize the targeting of perfluorocarbon nanoemulsions (PFCs)
for the selective visualization of neutrophil granulocytes. For this purpose, a CD177-specific
peptide (hN-peptide) was conjugated to the PFCs. To reduce the nonspecific uptake by
monocytes and macrophages, the PFCs were additionally either PEGylated or functionalized
with a CD47-peptide. PEGylation of PFCs led to a reduction in unspecific cellular uptake,
particularly in monocytes, thereby improving specificity. Active targeting using neutrophil-
specific hN-peptide enabled a selective increase in uptake by neutrophil granulocytes.
However, additional PEGylation reduced not only unspecific but also specific uptake. CD47 is
known to mediate a “don’t eat me”-signal. CD47-functionalization led to moderate reduction in
monocyte uptake, while only minor effects were observed in neutrophils. Furthermore, a donor-
dependent variability in SIRPa-expression was observed. As SIRPa- functions as the receptor
of CDA47, this variability may explain the heterogeneity in the observed effects of CD47.
Unexpectedly, a combination of CD47 and active targeting via hN-peptide did not lead to a
further reduction in monocyte uptake. Instead, a partially increased uptake in neutrophil
granulocytes was observed, suggesting complex interactions between the different surface
modifications.

Overall, the results of this study provide important insights into optimization of PFC
nanoemulsions for cell-specific imaging. Further refinement of surface modification strategies
will be necessary to achieve more specific and targeted imaging of neutrophil granulocytes. In
the long term, this approach may contribute to improve diagnostic strategies for inflammatory
diseases in medicine.
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Einleitung

1. EINLEITUNG

1.1 Die Entzindungsreaktion

Eine Entzindungsreaktion ist eine immunologische Antwort des Korpers auf
schadliche Reize, wie beispielsweise Infektionserreger, darunter Bakterien und Viren.
Ziel der Immunantwort ist es, die schadlichen Ausloser zu eliminieren.

Die klassischen Merkmale einer akuten Entzindung sind Rubor, Tumor, Calor, Dolor
und Functio laesa [1]. Im Gegensatz dazu verlauft eine chronische Entzindung Uber
einen langeren Zeitraum und zeigt nicht immer die typischen Entzindungszeichen.
Entzindungsreaktionen konnen zum einen durch Mikroorganismen, im Sinne einer
bakteriellen, viralen, parasitaren oder fungalen Infektion ausgeldst werden. Diese
Infektionen werden in der Regel durch sogenannte PAMPs (pathogen-associated
molecular patterns) initiilert. Dabei handelt es sich um exogene Molekulstrukturen die
spezifisch auf Pathogenen, wie beispielsweise Bakterien und Viren vorkommen,
jedoch nicht auf kdrpereigenen Zellen [2].

Neben Infektionen kdnnen auch Traumata oder Ischamien Entzindungsreaktionen
infolge des Gewebsschadens auslosen. Ein klassisches Beispiel fur eine ischamische
Entzindungsreaktion ohne Anwesenheit von Mikroorganismen stellt der akute
Myokardinfarkt dar, hier kommt es durch den Sauerstoffmangel zum Untergang
korpereigener Kardiomyozyten. In diesem Zusammenhang spricht man von einer
sterilen Entzindung. Die geschadigten Herzmuskelzellen setzen sogenannte DAMPs
(danger-associated molecular patterns) frei. Diese Molekulstrukturen grenzen sich von
den PAMPs ab, da es sich hierbei um endogene Molekule handelt, die normalerweise
intrazellular lokalisiert sind und erst im Rahmen eines Zellschadens extrazellular
freigesetzt werden [3, 4]. Zu diesen zahlen unter anderem ATP, Hitzeschockproteine
(HSPs), und HMGB1 (high mobility group box 1). Diese Molekile werden von PRRs
(pattern recognition receptors), wie den TLRs (toll-like receptors) der Immunzellen
erkannt und gebunden, wodurch die inflammatorische Signaltransduktion eingeleitet
wird. In der Folge kommt es zur Aktivierung der Transkriptionsfaktoren NF-kB und IRF3
sowie zur Freisetzung proinflammatorischer Zytokine wie IL-1R, IL-6 und TNF-a. Die
Zytokine fuhren zum Anlocken weiterer Immunzellen in das geschadigte Gewebe,
sodass die Inflammation verstarkt wird [5, 6].

Die ersten Immunzellen die in das geschadigte Gewebe migrieren sind die
neutrophilen Granulozyten, gefolgt von Monozyten, welche sich zu Makrophagen



Einleitung

differenzieren. Nach Einwanderung der neutrophilen Granulozyten und Monozyten in
den Entzundungsherd kommt es zur Phagozytose der abgestorbenen Zellen und zu
einer weiteren Ausschuttung von proinflammatorischen Mediatoren [7]. Im spateren
Verlauf kommt es zum Switch der inflammatorischen M1-Makrophagen zu
antiinflammatorischen MZ2-Magrophagen Diese produzieren antiinflammatorische
Zytokine wie IL10 und TGF- und leiten so die Heilungsphase und Gewebereparatur
ein [8, 9]. Gleichzeitig wird die Proliferation der Fibroblasten gefordert, welche zur
Ausbildung des Narbengewebes notwendig ist [10, 11].

1.2 Die Rolle von neutrophilen Granulozyten bei entziindlichen
Erkrankungen

Neutrophile Granulozyten stellen beim Menschen mit einem Anteil von ungefahr 62%
die grofte Leukozytenpopulation im Blut dar [12]. Sie werden im Knochenmark aus
pluripotenten hamatopoetischen Vorlauferzellen gebildet und liegen einer streng
regulierten Freisetzung in die Blutzirkulation. Daher befinden sich die meisten reifen
neutrophilen Granulozyten noch im Knochenmark und werden erst bei
Entzindungsreaktionen oder Infektionen vermehrt freigesetzt [13].

Rezeptoren wie CXCR2, G-CSFR und TLRs spielen eine zentrale Rolle bei der
Mobilisierung von neutrophilen Granulozyten aus dem Knochenmark in die
Blutzirkulation im Rahmen von Entzindungsreaktionen [13, 14]. Toll-like-Rezeptoren
(TLRs) nehmen hierbei eine wichtige Funktion ein, da sie durch Erkennung von
PAMPs und DAMPs die Entzindungsreaktion initiieren. Dies fuhrt zur Freisetzung
proinflammatorischer Zytokine und Mediatoren, darunter CXCL2 und G-CSF.
Chemokine wie CXCL1, CXCL2 wund IL-8 werden im Rahmen von
Entzindungsprozessen vermehrt freigesetzt und binden an den auf neutrophilen
Granulozyten exprimierten Rezeptor CXCR2. Die Bindung fuhrt zur Aktivierung
chemotaktischer Signalwege, wodurch die neutrophilen Granulozyten aus dem
Knochenmark ins Blut und weiter zum Inflammationsherd wandern [15]. Der
Granulozyten-Kolonie-stimulierende-Faktor (G-CSF) reguliert nicht nur die
Proliferation und Differenzierung neutrophiler Granulozyten, sondern fordert auch
deren Mobilisierung aus dem Knochenmark [16]. Daher verschiebt G-CSF das
Gleichgewicht der CXCR4 und CXCR2 vermittelten Signalwege zugunsten von
CXCR2 [17]. CXCR4 fungiert als Gegenspieler von CXCR2 und ist wesentlich fur die
Retention der Neutrophilen im Knochenmark verantwortlich [18, 19]. Insbesondere
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gealterte neutrophile Granulozyten exprimieren vermehrt CXCR4 und werden so im
Knochenmark gehalten, um in Apoptose zu gehen [20].

Nach ihrer Freisetzung in die Blutzirkulation gelangen neutrophile Granulozyten
schnell zum Entzindungsherd. Bereits zu Beginn der Inflammationsphase werden
Zytokine wie Interleukine und Chemokine freigesetzt, die Zellen der angeborenen
Immunabwehr anlocken [21, 22]. Neutrophile Granulozyten gehéren zu den ersten
Leukozyten, die in das inflammatorische Gewebe migrieren, haufig bereits innerhalb
der ersten Stunden nach einem schadigen Ereignis wie einer Ischamie [7]. Ein
zentrales Chemokin in diesem Zusammenhang ist IL8, gefolgt von weiteren Zytokinen
wie IL-6, IL-1 und TNF-a. Diese verstarken die Entzindungsreaktion, indem sie unter
anderem die chemotaktische Rekrutierung der neutrophilen Granulozyten férdern und
die Expression von Adhasionsmolekilen auf Endothelzellen induzieren. Damit
neutrophile Granulozyten den Inflammationsherd erreichen konnen, mussen sie
zunachst die GefalRwand uberwinden und durch das Endothel migrieren. Dieser
Prozess erfolgt Uber mehrere aufeinanderfolgende Schritte, beginnend mit der
Stimulation der Endothelzellen durch die ausgeschutteten Zytokine, sodass
Adhasionsmolekule wie P-Selektin, E-Selektin und ICAMs gebildet werden [13]. Diese
Adhasionsmolekule interagieren dann mit P-Selektin-Glykoprotein-Ligand-1 (PSGL-1)
und L-Selektin, welche sich auf der Oberflache der neutrophilen Granulozyten
befinden [23]. Zunachst kommt es Uber die Adhasionsmoleklle zu einer leichten
Bindung und zum Abbremsen der Neutrophilen entlang der Endothelwand, was auch
als ,Rolling“ bezeichnet wird. Darauf folgt eine Aktivierung der neutrophilen
Granulozyten welche Uber die Bindung von PSGL-1 und L-Selektin Uber intrazellulare
Signalwege vermittelt wird. Mit weiterer Abnahme der Rollgeschwindigkeit kommt es
zu festeren Bindungen zwischen den Neutrophilen und dem Endothel ,Arrest®, hierfur
sind vor allem Integrine wie CD11a/CD18 (LFA-1) verantwortlich, die mit ICAM-1 auf
der Endotheloberflache interagieren [24]. Im nachsten Schritt folgt die Migration der
Neutrophilen durch das Endothel, welche parazellular oder transzellular erfolgen kann
[13].
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Abb. 1: Leukodiapedese und Abwehrmechanismen von neutrophilen Granulozyten

Im oberen Teil der Abbildung ist der Vorgang der Diapedese von Neutrophilen abgebildet. Zunachst
kommt es Uber Selektine (PSGL-1, L-Selektin, P-Selektin und E-Selektin) zur Anndherung zwischen
Neutrophilen und Endothel, gefolgt vom Rolling bis zur stérkeren Bindung durch Integrin und ICAM.
Zum Schluss folgt die Transmigration durch das Endothel zum Gewebe. Im Gewebe entfalten aktivierte
neutrophile Granulozytenen ihre Abwehrmechanismen, darunter die Phagozytose, die NETose sowie
die Produktion und Freisetzung von reaktiver Sauerstoffspezies (ROS). Nach der Inflammation folgt die
Reparatur tiber Apoptose von Neutrophilen durch Makrophagen, wodurch weniger inflammatorische
Zytokine gebildet werden und auch die Neutrophilenproduktion reduziert wird. (Modifiziert nach
Borregaard — Neutrophils, from Marrow to Microbes 2019)

Sobald die neutrophilen Granulozyten im Interstitium angekommen sind, folgen sie
einem chemotaktischen Gradienten, um den Ort der Entzindung zu erreichen. Am Ort
der Inflammation selbst wirken neutrophile Granulozyten Uber verschiedene
Abwehrmechanismen [25].

Zu den wichtigsten Mechanismen zahlen die Phagozytose, der oxidative Burst und die
NETose. Bei der Phagozytose, werden Pathogene und Zelltrimmer, wie
beispielsweise nekrotische Myokardzellen infolge eines Myokardinfarktes von den

Neutrophilen ummantelt und in ihr Phagosom aufgenommen. Dieses verschmilzt
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anschlielend mit dem Lysosom zum Phagolysosom, dort erfolgt der enzymatische
Abbau der Pathogene. Neben den lytischen Enzymen ist die NADPH-Oxidase ein
wichtiger Bestandteil des Phagosoms [26]. Sie ist in der Membran des Phagolysosoms
eingebettet und bildet reaktive Sauerstoffspezies (ROS), wie Wasserstoffperoxid
(H202). Hier werden aus Sauerstoff Superoxidanionen gebildet. Dieser mit der Bildung
von ROS assoziierter Abwehrmechanismus wird auch als oxidativer Burst bezeichnet
[27]. Daruber hinaus konnen neutrophile Granulozyten sogenannte nuclear
extracellular traps (NETs) bilden. Dieser Prozess ist aktuell noch nicht vollstandig
verstanden, es kommt dabei zur Ausbildung eines aus DNA-Fasern bestehenden
Netzes, womit Pathogene eingefangen werden. Innerhalb der klebrigen Fasern sind
Enzyme und antimikrobielle Granula eingelagert, die direkt zum Abbau der Pathogene
fuhren [28, 29]. Neben diesen Abwehrmechanismen spielen neutrophile Granulozyten
auch eine wichtige Rolle in der Regulation der Immunantwort. Sie setzen selbst
Zytokine wie IL-8, IL-1 und TNF-a frei und tragen so zur weiteren Rekrutierung von
Immunzellen bei [30, 31].

Neben den neutrophilen Granulozyten gehéren auch Ly-6¢"9"-Monozyten und M1-
Makrophagen zu der initialen Inflammationsantwort. lhre Ansammlung am Ort der
Entzindung erfolgt unmittelbar nach den Neutrophilen. Die neutrophilen Granulozyten
sorgen durch ihre Ausschuttung von Chemokinen, wie CCL-2 oder CCL-3 dafur, dass
Monozyten angelockt werden und aus dem Blut ins Gewebe transmigrieren kdnnen
[32]. M1-Makrophagen und Ly-6c¢"9"-Monozyten sind wichtig fiir die Beseitigung von
Pathogenen und beschadigtem Gewebe. Des Weiteren wird durch die Neutrophilen
auch die Zytokinproduktion von Makrophagen und Monozyten stimuliert [33].
Neutrophile Granulozyten kommunizieren noch mit vielen weiteren Immunzellen, wie
naturlichen Killerzellen, Dendritischen Zellen und T-Zellen, um diese zu aktivieren und
die Inflammation hochzuregulieren.

Zuletzt folgt die Apoptose der neutrophilen Granulozyten und der Entfernung des
apoptotischen Zelldebris. Sie werden durch ihre ,eat me“ Signale vor allem von
Makrophagen phagozytiert. Mit Beginn der Apoptose von neutrophilen Granulozyten
und der Entfernung von apoptotischen Neutrophilen wird die Auflosung der
Inflammation und die Reparatur eingeleitet. Die Phagozytose der apoptotischen Zellen
fuhrt zu einer Produktion von antiinflammatorischen Zytokinen, wie IL-10 und TGF-R
[34, 35]. Zudem kommt es zum Wechsel der Makrophagen vom pro-inflammatorischen
Typ der M1-Makrophagen zu den anti-inflammatorischen Typ M2-Makrophagen.
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Zusammenfassend spielen die neutrophilen Granulozyten eine zentrale Rolle sowohl
in der Initiation als auch in der Auflosung von Entzindungsprozessen. Ihre Funktion
im Rahmen der Heilung und Wiederherstellung von Gewebeschaden, beispielsweise
nach einem Myokardinfarkt, wird in der Literatur jedoch etwas kontrovers diskutiert.
Zum einen wird beschrieben, dass eine hohe Anzahl von neutrophilen Granulozyten
mit schlechten klinischen Ergebnissen assoziiert sind, da es Korrelationen zwischen
hoher Anzahl an Leukozyten und einer groReren InfarktgrofRe gibt [36, 37]. In einer
anderen Studie gibt es Hinweise darauf, dass gerade ein Mangel von neutrophilen
Granulozyten zu schlechteren Ergebnissen fuhrt. Einerseits kommt es zu einer
geringeren Aktivierung und Rekrutierung von Monozyten und Makrophagen und
andererseits findet eine gesteigerte Fibrose durch verstarkte Reparation statt. Es
besteht die Annahme, dass die Entfernung von abgestorbenen Zellen bzw.
geschadigtem Gewebe eine Voraussetzung fur eine gute Heilung ist [38]. Dies deutet
darauf hin, dass eine balancierte Regulation der neutrophilen Granulozyten
entscheidend fur eine effektive Heilung ist.

Aufgrund der hohen Relevanz  von  neutrophilen  Granulozyten in
Entzindungsprozessen ist auch ihre gezielte Darstellung in der Bildgebung von grof3er
Bedeutung. Zur nicht-invasiven  Visualisierung von Weichgewebe und
inflammatorischen Veranderungen eignet sich die Magnetresonanztomographie
(MRT) besonders gut.

1.3 Bildgebung von neutrophilen Granulozyten

Die Bildgebung von neutrophilen Granulozyten ist von gro3er Bedeutung, um ihre
Rolle in Entzindungsprozessen besser zu verstehen und zu visualisieren.

Zu den konventionellen in vitro bildgebenden Verfahren gehoren unter anderem die
Durchflusszytometrie und die Immunhistochemie. Die Durchflusszytometrie ermoglicht
qualitative und quantitative Merkmale von einzelnen Zellen und Zellpopulationen
anhand spezifischer Marker zu messen. Die Immunhistochemie erlaubt eine gezielte
Visualisierung, so lassen sich beispielsweise einzelne Zellen mittels Antikorper
darstellen. Daruber hinaus stehen verschiedene molekulare bildgebende Verfahren
zur Verfugung, wie der Magnetresonanztomographie (MRT), der Single-Photon-
Emissions-Computertomographie (SPECT), der Positronen-Emissionstomographie

(PET) und der intravitalen Mikroskopie (IVM). Diese Methoden erlauben eine in vivo
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Bildgebung und zeigen wichtige Informationen uUber die Funktion und Dynamik der

neutrophilen Granulozyten.

1.4 Magnetresonanztomographie (MRT)

1.4.1 Grundlagen der Magnetresonanztomographie

Die Magnetresonanztomographie (MRT) ist ein etabliertes, nicht-invasives
bildgebendes Verfahren, das im klinischen Alltag fur die Diagnostik eine zentrale Rolle
einnimmt. Sie hat den gro3en Vorteil, dass im Vergleich zu anderen bildgebenden
Verfahren, wie der Computertomographie (CT) oder der Positronen-Emissions-
Tomographie (PET), keine ionisierende Strahlung verwendet wird. Dadurch ist die
Methode risikoarmer fur den Patienten.

Die MRT basiert auf der Detektion von Wasserstoffkernen ('H), die im menschlichen
Korper in groRer Menge vorkommen. Die Wasserstoffprotonen werden mithilfe von
Magnetfeldern und Radiowellen angeregt und erzeugen messbare Signale und bilden
so die unterschiedlichen Protonendichten und 'H-Relaxationseigenschaften des
Gewebes ab. Aus den aufgenommenen Schnittbildern kénnen dreidimensionale
Datensatze rekonstruiert werden, wobei insbesondere das Weichgewebe sehr gut
dargestellt werden kann. Entzindliche Prozesse kdnnen durch die konventionelle MRT
nicht gut dargestellt werden, da entzindliche Prozesse in der Initialphase kaum
sichtbar sind und die Immunzellen noch keine physikalischen Veranderungen
verursachen, die sich in einem Gewebekontrast aufldern [39].

1.4.2 Kontrastmittel fur die MRT

Damit Gewebearten mit ahnlichen Protonendichten besser differenziert werden
konnen, werden Kontrastmittel eingesetzt. Dabei unterscheidet man zwischen
negativen und positiven Kontrastmitteln. Die Kontrastmittel fur die MRT werden
intravenos injiziert, dabei haben sie eine direkte Wirkung auf das umgebende Gewebe
und werden nicht selbst bildlich dargestellt. Positive Kontrastmittel, wie Gadolinium-
haltige Chelatkomplexe, fuhren zu einer Signalverstarkung, indem die T1-Zeit verkurzt
wird. Die entsprechenden Strukturen erscheinen im Bild somit heller. Der
Mechanismus dahinter basiert auf Wechselwirkungen zwischen den magnetischen
Eigenschaften des Gadoliniums und den Wasserstoffatomen. Sie werden haufig zur
Darstellung von Blutgefallen und Tumoren verwendet und finden beispielsweise auch

in der kardiologischen Bildgebund zur Darstellung von Infarkten Anwendung [40].
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Negative Kontrastmittel, wie superparamagnetische Eisenoxidpartikel (SPIO), haben
den umgekehrten Effekt. Sie verkirzen die T2 Zeit durch Erzeugung eines storenden
Magnetfeldes und fuhren so zu einer Signalabschwachung. Die entsprechenden
Bereiche in dem Bild erscheinen dann dunkler. SPIOs werden in der Onkologie
verwendet, um beispielsweise Lebertumore bildgebend darzustellen, da gesundes
Lebergewebe SPIO aufnimmt, Tumorgewebe hingegen nicht [41].

Fur die Bildgebung von Entzindungsprozessen sind diese Kontrastmittel leider nur
eingeschrankt geeignet, weil Entzindungen zu unspezifischen Signalveranderungen
in MRT-Aufnahmen fuhren und nicht gut abgrenzbar sind. Insbesondere SPIO fuhren
zu einer starken und grofflachigen Ausloschung von Signalen, sodass kein
Ruckschluss mehr auf die anatomischen Strukturen gemacht werden kann.
Andererseits sind SPIOs sehr empfindlich und es konnen sehr wenige Zellen sichtbar
gemacht werden.

Daruber hinaus wird die klinische Anwendung klassischer Kontrastmittel zunehmend
kritisch diskutiert. Vor allem Gadolinium hat mehrere Nebenwirkungen, es kann in
verschiedenen Organen, einschlielllich des Gehirns, zu Ablagerungen kommen und
steht im Zusammenhang mit der nephrogenen systemischen Fibrose [42, 43]. Daher
besteht ein Bedarf an Kontrastmitteln, die spezifisch Entzindungszellen markieren und

eine gezielte Darstellung von Inflammationsprozessen ermoglichen.

1.4.3 °F-MRT

Die'®F-MRT stellt eine innovative Erweiterung der konventionellen MRT dar und
ermoglicht die spezifische Darstellung von molekularen und zellularen Prozessen. Ein
entscheidender Vorteil der "°F-MRT ist, dass im menschlichen Organismus nahezu
kein Fluor vorkommt und dadurch fluorhaltige Substanzen hochspezifisch und
hintergrundfrei dargestellt werden kénnen [44]. Die Kombination aus klassischer 'H-
MRT und der ""F-MRT vereint ihre jeweiligen Vorteile. Durch die 'H-MRT ist eine gute
raumliche Auflésung mdglich und die '®F-MRT ermdglicht zusatzlich eine gezielte
Visualisierung markierter Zellen. Die Uberlagerung beider Signale erméglicht dadurch
eine prazise anatomische Lokalisation von Entzundungsprozessen. Fur die
Anwendung der "H/"®F-MRT sind fluorhaltige Kontrastmittel notwendig, dafiir eignet
sich die Anwendung von Perfluorkarbonen, welche eine Alternative zu den bekannten
positiven Kontrastmitteln darstellt [45]. Bereits 2008 konnten Flogel et al. in einem
Mausmodell eines akuten Myokardinfarktes zeigen, dass intravenos injizierte
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Perfluorkarbone von zirkulierenden Monozyten aufgenommen werden die sich am
Inflammationsherd angereichert haben, was mittels 'F-MRT visualisiert werden
konnte [46]. Die Kombination der 'H/'®F-MRT mit Perfluorkarbonen stellt ein
vielversprechendes Verfahren zur nicht-invasiven und zelltypspezifischen Darstellung

von Entzindungsprozessen dar.

1.5 Perfluorkarbone

Perfluorkarbone sind vollstandig mit Fluor substituierte Kohlenstoffverbindungen. Es
macht sie besonders interessant, da sie durch ihren hohen Fluor-Gehalt mittels "°F-
MRT gut detektiert werden. Durch den fehlenden naturlichen Fluorhintergrund im
menschlichen Korper sind die '°F Signale hochspezifisch und hintergrundfrei. Selbst
geringe Mengen kdnnen dadurch eindeutig quantifiziert werden [47, 48].

Ein groRRer Vorteil der Perfluorkarbone ist, dass sie nicht-toxische Eigenschaften haben
und es zu keiner Radikalbildung kommt. Ihre chemische Inertheit und gute
Biokompatibilitat machen sie fur den Kklinischen intravendsen Gebrauch als
Kontrastmittel fiir die '°F-MRT-Bildgebung interessant [49]. Dies ist hauptsachlich auf
die hohe Stabilitat der Kohlenstoff-Fluor-Bindung zuruckzufuhren, die nicht
enzymatisch gespalten werden kann und somit eine Metabolisierung der
Perfluorkarbone verhindert [50, 51]. Ein Nachteil der Perfluorkarbone ist ihre
ausgepragte Hydrophobie. Damit sie fur die medizinische Anwendung nutzbar sind,
werden sie in Form von Nanoemulsionen oder Nanopartikeln einsetzt [52].

Es existieren verschiedene Perfluorkarbone, sie konnen lineare, zyklische oder
verzweigte Strukturen haben, wobei die am haufigsten verwendeten Perfluorkarbone

Perfluorkronether, Perfluorcyclohexan und Perfluoroktylbromid sind (Abb. 2).

Perfluorkronether Perfluorzyklohexan Perfluoroktylbromid
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Abb. 2: Ubersicht Perfluorkarbone
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Abgebildet sind schematische Darstellungen von Perfluorkronether (links), Perfluorzyklohexan (mitte)

und Perfluoroktylbromid (rechts).

In dieser Arbeit wurde Perfluor-15-kronen-5-ether verwendet, welches aufgrund seiner
zyklischen Struktur und gleichmafigen Fluoratomanordnung besonders gut fur die
MR-Bildgebung geeignet ist.

1.5.1 Nanoemulsionen

Eine Emulsion beschreibt ein Gemisch aus zwei oder mehr normalerweise nicht
mischbaren Phasen. Je nach Dispersionsmittel unterscheidet man zwischen Ol-in-
Wasser (o/w) und Wasser-in-Ol (w/o) Emulsionen [53]. Fiir die Herstellung von
Emulsionen sind ein Emulgator und Energie notwendig, da sich die Phasen ansonsten
wieder trennen wurden. Als Emulgator werden Molekile mit einem amphiphilen
Charakter verwendet, sie bestehen sowohl aus einem hydrophilen als auch aus einem
lipophilen Molekulanteil [54]. Haufig verwendete Emulgatoren sind Phospholipide und
Poloxamere.

In dieser Arbeit wurde Lipoid S75 als Emulgator verwendet. Die Herstellung der
Nanoemlusionen kann entweder Uber das Hochenergie- oder das Niedrigenergie-
Verfahren erfolgen. Das Hochdruckenergie-Verfahren macht sich mechanische
Energie zu Nutze, um die beiden nicht mischbaren Flussigkeiten zu emulgieren,
wohingegen das Niedrigenergie Verfahren chemische Energie verwendet. Fur die
klinische intravendse Anwendung ist es entscheidend, dass die PartikelgroRe der
Nanoemulsionen unter 200 nm liegt, um eine sichere Passage durch die Gefalte zu

gewahrleisten und das Risiko von Embolien zu minimieren [51].

1.5.2 PFC-Nanoemulsionen in der '*F-MRT-Bildgebung

PFC-Nanoemulsionen werden wie klassische Kontrastmittel intravends appliziert und
gelangen so in die Blutbahn. Dort werden sie von phagozytisch aktiven Immunzellen
wie Makrophagen, Monozyten und neutrophilen Granulozyten, aufgenommen. Im
Rahmen von Inflammationsprozessen kommt es zu einer starken Akkumulation dieser
Immunzellen im betroffenen Gewebe, wodurch die zuvor aufgenommen PFC-
Nanoemulsionen an den Entziindungsherd gelangen [55-58]. Das '°F-Signal der
Perfluorkarbone kann anschlieRend mit dem 'H-Signal kombiniert werden, wodurch
eine prazise Lokalisation der Entzindung moglich ist [59].

10
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Das Besondere an dieser Methode ist die nicht-invasive Darstellung der
Entzindungsprozesse, wie Myokardinfarkte oder Thrombosen. Die PFCs werden von
verschiedenen Immunzellen aufgenommen, in dieser Arbeit liegt der Fokus auf der

Aufnahme durch neutrophile Granulozyten.

1.6 Oberflachenmodifikation und aktives Targeting von PFC-
Nanoemulsionen

Durch eine gezielte Oberflachenmodifikation der PFC-Nanoemulsionen kann die
spezifische Aufnahme der PFCs in ausgewahlte Immunzellpopulation, insbesondere
in den neutrophilen Granulozyten, gezielt beeinflusst werden. Dabei kommen
unterschiedliche Ansatze zum Einsatz, die entweder der Reduktion der unspezifischen
Aufnahme oder der gezielten Zelladressierung dienen. Sowohl die PEGylierung als
auch die Funktionalisierung mit dem CDA47-Peptid dienen der Optimierung der
sogenannten ,stealth“-Eigenschaften der PFC-Nanoemulsionen. Ziel dieser
Modifikation ist es, die Partikeloberflache gegenuber Monozyten und Lymphozyten
abzuschirmen und so die unspezifische Phagozytose zu reduzieren. Im Gegensatz
dazu ermoglicht ein aktives Targeting mittels neutrophilenspezifischen Peptids (hN)
eine gezielte Steigerung der Aufnahme in neutrophile Granulozyten. Die Kombination
dieser Ansatze zielt darauf ab, eine optimale Balance zwischen der Reduktion der
unspezifischen Phagozytose und einer gezielten Steigerung der Aufnahme in

neutrophilen Granulozyten zu erreichen.

1.6.1 PEGylierung

Die PEGylierung stellt eine Moglichkeit zur Oberflachenmodifikation dar, dabei wird
Polyethylenglykol (PEG) in die Hulle der Nanoemulsion eingebaut. Das PEG kann zum
einen wahrend der Herstellung der PFCs durch Zugabe von DSPE-PEG zum Pra-
Emulgat erfolgen. Alternativ kann eine PEGylierung nachtraglich tber Cholesterol-
PEG, beispielsweise mittels Sterol-basierte-Post-Insertions-Technik  (SPIT)
hinzugefugt werden [60].

Die PEGylierung fuhrt zu einer Abschirmung der PFC-Emulsion gegenuber
phagozytisch aktiven Zellen und reduziert dadurch die unspezifische Aufnahme durch
Immunzellen [61-65]. Die Effektivitat der Abschirmung hangt vor allem von der
Konzentration der PEGylierung ab, da diese die Konformation (siehe Abb. 3) der PEG-
Ketten bestimmt. Bei niedrigen PEG-Konzentrationen gehen die PEG-Ketten eine Pilz-

11
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Konformation ein, bei der die Ketten stark geknauelt sind und sich nahe der
Emulsionsoberflache befinden. Dies ist der Fall, wenn der Abstand zwischen zwei
PEG-Ketten groRRer als ihr zweifacher Radius (D > 2R) ist. Die Bursten-Konformation
wird bei sehr hohen PEG-Konzentrationen erreicht, hier sind die PEG-Ketten nahezu
gerade und dicht aneinander angeordnet. Der optimale Abschirmungseffekt wird
zwischen beiden Konformationen erreicht, das entspricht einem Abstand kleiner als
der doppelte Radius, aber auch nicht zu klein ist. In dieser Konformation sind die PEG-
Ketten leicht gestaucht, also weder zu stark geknauelt noch zu starr, sondern sind

flexibel genug die Interaktion und Bindung von Immunzellen abzufangen.

D>2R, | D<2R, h «<g
Moderate-density
|Og h regime
Mush‘room High-density
regime regime
logo

Abb. 3: PEG-Konformationen

In der Abbildung ist der Einfluss der PEG-Konzentration auf die Konformation dargestellt. Sobald der
Abstand zwischen zwei PEG-Ketten grofer als ihr doppelter Radius ist, liegt eine Pilz-Konformation vor.
Bei zu hohen PEG-Konzentrationen und kleinen Abstédnden zwischen den PEG-Ketten liegt eine
Birsten-Konformation vor. Zwischen beiden Konformationen liegt die optimale PEG-Konzentration, in
der der Abstand zwischen zwei PEG-Ketten unter dem doppelten Radius, jedoch nicht zu gering ist.
(Modifiziert nach Gopalan et al. 2003)
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1.6.2 CD47

CDA47 (cluster of differentiation 47) ist ein Glykoprotein das erstmals 1990 beschrieben
wurde, es ist auch bekannt als integrin-associated Protein (I1AP) [66]. Es handelt sich
um ein Transmembranprotein, welches von nahezu allen Zellen exprimiert wird. Es
fungiert als sogenanntes ,don’t eat me signal“, weil es Zellen vor der Phagozytose
schitzt, wodurch korpereigene Zellen auch als korpereigen erkannt werden. Das
CDA47 interagiert mit SIRP-Proteinen, insbesondere die Interaktion des SIRPa
Rezeptor auf Immunzellen mit CD47 wurde beschrieben [67]. Der SIRPa Rezeptor
befindet sich primar auf der Oberflache von Monozyten, Makrophagen, Granulozyten
und dendritischen Zellen [68-70]. Durch die Interaktion von CD47 und dem SIRP«
Rezeptor werden die Zellen von den myeloischen Zellen nicht phagozytiert [67].

Auch Tumorzellen nutzen diesen Mechanismus, indem sie verstarkt CD47 exprimieren
und so Uber einen Immun-Escape-Mechanismus sich der Immunabwehr entziehen
[71]. Genau die CD47-SIRPa Interaktion ist ein interessanter Angriffspunkt fur
Therapeutika in der Onkologie. Praklinische Studien konnten zeigen, dass die
Inhibition der CD47-SIRPa Interaktion zu einer erhdhten phagozytischen Aktivitat von
Immunzellen fuhrt [72-74].

1.6.3 Aktives Targeting

Neben der passiven Abschirmung durch Oberflachenmodifikationen, kann die
Aufnahme der PFCs uber ein aktives Targeting in bestimmte Zellen gezielt gesteuert
werden [75, 76]. Dieses ist bei neutrophilen Granulozyten Uber die Kopplung eines
spezifischen Neutrophilenpeptids maodglich. Das in dieser Arbeit verwendete
neutrophilenspezifische Peptid wurde 1999 von Mazzucchelli et al. mittels
Phagendisplay identifiziert [77]. Es bindet selektiv an CD177, einen nahezu
ausschlieRlich auf neutrophilen Granulozyten exprimierten Oberflachenmarker [78,
79]. Diese spezifische Bindung soll die Internalisierung der PFCs fordern und eine
zielgerichtete Aufnahme in neutrophile Granulozyten ermoglichen. Zusatzlich ist das
Neutrophilenpeptid N-terminal mit Carboxyfluorescein fluoreszenzmarkiert, sodass die
phagozytotische Aufnahme von funktionalisierten hN-PFCs durch Neutrophile mittels
Durchflusszytometrie messbar ist.
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1.7 Zielsetzung

Das Ziel dieser Arbeit ist es Perfluorkarbon-Nanoemulsionen so zu modifizieren, dass
eine moglichst selektive Aufnahme in neutrophilen Granulozyten erreicht wird. Hierfur
wurden unterschiedliche Methoden zur Oberflachenmodifikation untersucht, darunter
die PEGylierung zur Reduktion der unspezifischen Phagozytose sowie die
Funktionalisierung mit CD47. Zur gezielten Steigerung der phagozytischen Aufnahme
in neutrophile Granulozyten wird ein aktives Targeting mittels spezifischen
Neutrophilenpeptids verwendet. Ziel ist es diese Ansatze zu vergleichen und
miteinander zu kombinieren, um eine moglichst hintergrundfreie und spezifische
Darstellung von neutrophilen Granulozyten bei Entziindungsprozessen mittels "H/'°F-
MRT zu ermoglichen. Die Ethikkommission der medizinischen Fakultat der Heinrich-
Heine-Universitat Dusseldorf erteilte am 08.10.2018 ein positives Ethikvotum fur die
Studiennummer: 6194R.
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2. MATERIALIEN
2.1 Gerate und Apparaturen

Tabelle 1: Verwendete Gerate und Apparaturen

Gerit Hersteller, Typenbezeichnung

Analysenwaage Othaus Europe (Greifensee, Schweiz),
PA214

Autoklav F. & M. Lautenschlager (KoIn, Deutscland),
5169

Dispergiergerat (Ultra-Turrax) IKA Werke (Staufen, Deutschland),
T18

DLS-Analysegerat (dynamic light scattering) Microtrac (Retsch GmbH, Haan, Deutschland),
Nanotrac Wave |l

Durchflusszytometer BD Bioscience (San Jose, USA),
FACSCanto™II

Eismaschine Scotsman (Milan, Italy),
AF20

Fluoreszenz-Messung Thermo Fisher Scientific (Rockfort, USA),
iBright FL1000

Hochdruckhomogenisator Microfluidizer (Newton, USA),
LV1

Inkubator Thermo Fisher Scientific (Rockford, USA),
HERAcell 150i

Magnetriuhrer IKA Werke (Stufe, Deutschland),
RCT basic

Mikrofluidizer IKA Werke (Staufe, Deutschland),
Ultra Turrax TP18/10

pH-Meter Knick (Berlin, Deutschland),
766 Calimatic

Pipetten Eppendorf (Hamburg, Deutschland),
Research

Schiittler Edmund Buhler

Stauschlauch Prameta (Troisdorf, Deutschland)

Tube-Rotator Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach,
Deutschland),
MACSmix™ Tube Rotator

Ultraschallbad Bandelin (Berlin, Deutschland),

Somorex RK 100 H
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Vakuum-Absaugsystem HCL (Pforzheim, Deutschland),
AC 04
Vortexer VWR International (Darmstadt, Deutschland)

VWR Interntaional (Radnor, Pennsylvania; USA)
Zentrifugen Hettich Zentrifugen (Tuttlingen, Deutschland),
Universal 320R

Thermo Fisher Scientific (Rockford, USA),
Heraeus Megafuge 16R Centrifuge

Eppendorf (Hamburg, Germany), Centrifuge
5424R

Beckham Coulter (Brea, USA), Allerga X-30R

2.2 Verbrauchsmaterial

Tabelle 2: Verwendetes Verbrauchsmaterial

Verbrauchsmaterial Hersteller

6-Well-Platten Greiner Bio-One (Frickenhausen, Deutschland)

96-Well-Platten Greiner Bio-One (Frickenhausen, Deutschland)

Butterfly Becton Dickinson (Heidelberg, Deutschland)

Butterflyaufsatz Becton Dickinson (Heidelberg, Deutschland)

EDTA-Ro6hrechen Becton Dickinson (Heidelberg, Deutschland)

FACS-Ro&hrchen Becton Dickinson (Heidelberg, Deutschland)

Hautantisektikum (Octenisept) Schiilke & Mayr GmbH (Nederstedt,
Deutschland)

Heparin-Réhrchen Becton Dickinson (Heidelberg, Deutschland)

Parafilm BEMIS (USA, Wisconsin)

Pipettenspitzen (100 pl, 200 ul, 500 pl) Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

Reaktionsgefalte (0,2 ml, 0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml) Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

Spritzen (5 ml, 10 ml, 20 ml) B.Braun (Melsungen, Deutschland
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Stripetten (5 ml, 10 ml, 25 ml)

Zentrifugenréhrchen (15 ml, 50 ml)

2.3 Puffer und Medien

Tabelle 3: Verwendete Puffer und Medien

Puffer / Medien

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium — high

glucose + 10 % FCS

Erythrozytenlysepuffer (pH = 7,4)

FCS (Fetales Kalberserum)

MACS - Puffer

Phosphate-buffered saline (PBS)

PenStrep Glutamax (100X)

Phosphat-Glycerol-Puffer (pH = 7,4)
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Material

Corning Incorporated (Corning, New York)

Greiner-Bio-One (Frickenausen, Deutschland)

Chemikalien oder Hersteller

Eigene Herstellung beinhaltet:

- 450 ml Dulbecco’s Modifies Eagle’s

Medium — high glucose

- 50mIFCS

- 5 ml PenStrep Glutamax
Hergestellt in der Zentralapothesk der
Universitatsklinik Dusseldorf, enthalt pro mi:

- 8,29 mg Ammoniumchlorid

- 1,00 mg Kaliumhydrogencarbonat

- 0,0375 mg Na-EDTA
Sigma Life Science (St. Louis, Missouri, USA)

Eigene Herstellung beinhaltet:
- 500 ml PBS
- 2mMEDTA

- 05%BSA
Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland):

137 mM Natriumchlorid
- 2,7 mM Kaliumchlorid
- 10 mM Natriumdihydrogenphosphat

- 1,8 mM Kaliumdihydrogenphosphat
Gibco (Waltham, Massachusetts, USA)

Eigene Herstellung beinhaltet:
- 1 mM Phosphat
- 7 mM Dinatriumhydrogenphosphat
- 3 mM Natriumdihydrogenphosphat
- 2,5 % m/m Glycerol



2.4 Chemikalien und Reagenzien

Tabelle 4: Verwendete Chemikalien

Verbrauchsmaterial

Atto 488-DPPE (1,2-Dipalmitoyl-sn-glycero-3-
phosphoethanolamine)
Atto 647-DPPE

Cholesterol-PEG2000

DAPI (4,6-Diamidin-2‘-phenylindol-
dihydrochlorid)
Dinatriumhydrogenphosphat (DHP)

DSPE-PEG2000 (1,2-Distearoyl-sn-glycero-3-
phopsphoethanolamin-N-
[amino(polyethylenglycol)-2000]
DSPE-PEG2000-Maleimid

Glycerol
Natriumdihydrogenphosphat
Perfluor-15-kronen-5-ether

Lipoid S75

2.5 Antikorper

Tabelle 5: Verwendete Antikorper

Spezifitat Fluorochrom Kilon
CD14 PE-Cy7 63D3
CD47 APC B6H12
CD172a/b PE SE5A5

Material

Hersteller

Atto-Tec GmbH (Siegen, Deutschland)

Atto-Tec GmbH (Siegen, Deutschland)
Nanocs (USA)

Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)

Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Avantilipids (USA, Alabama)

Avantilipids (USA, Alabama)
Merck (Darmstadt, Deutschland)
Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Fluorochem (Hadfield, UK)

Lipoid GmbH (Darmstadt, Deutschland)

Reaktivitat Firma

Human BioLegend
Human BD Biosciences
Human BD Biosciences



Material

2.6 Targeting Liganden
Tabelle 6: Verwendete Peptide

Bezeichnung Fluorochrom Struktur Hersteller

NG2 Carboxyfluorescein = FAM-KQLSEMVTD-GGG Genaxxon bioscience
(FITC) (Ulm, Deutschland)

CD47 Carboxyfluorescein | FAM-GNYTCEVTELTREGETIIELKGGGC = Genaxxon bioscience
(FITC) (Ulm, Deutschland)

2.7 Software

Die Versuchsergebnisse am Durchflusszytometer wurden mit FlowJo ausgewertet und
im Anschluss mit Origin und Microsoft Excel 2022. Des Weiteren wurden Microsoft
Word 2022 und Microsoft Powerpoint im Rahmen der Dissertation verwendet.
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3. METHODEN

3.1 Herstellung und Charakterisierung von Perfluorkarbon-
Nanoemulsionen (PFCs)

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Perfluorkarbon-Nanoemulsionen mittels eines
Microfluidizers (LV1) nach dem Prinzip der Hochdruckhomogenisation hergestellt.
Die Herstellung der Praemulgate erfolgte nach einem standardisierten Schema.
Zunachst wurde das abgewogene S75-Lipid mit Phosphat-Glycerol-Puffer unter
Verwendung eines Magnetrihrers homogenisiert. Im Anschluss wurden das
Fluorochrom sowie das Perfluorkarbon (perfluoro-15-crown-5-ether) hinzugegeben.
Um eine Gesamtmenge von 10 g pro Emulsion zu erreichen, wurde das Praemulgat
mit Phosphat-Glycerol-Puffer aufgeflllt. Das entstandene Praemulgat wurde daraufhin
mittels  Ultraturrax fur 5 Minuten voremulgiert und im Anschluss im

Hochdruckhomogenisator weiter homogenisiert.

3.1.1 Herstellung der Nanoemulsionen mittels Hochdruckhomogenisation

Tabelle 7: Zusammensetzung der verwendeten PFCs:

PFC MAL-PFC
PERFLUORKARBON 20%=2g 20%=2g
LIPOID S75 3176,4 g 3163,0 ug
DSPE-PEG-MALEIMID - 0,5 mol% = 5,14 mg
FLUORESZENZFARBSTOFF 200 pl [FITC] 200 pl [Atto647]
PHOSPHAT-GLYCEROL-

auf10g auf10g

PUFFER

Die Praemulsion weist zunachst eine heterogene PartikelgroRe im hoheren pm-
Bereich auf. Die Nanoemulsion sollte idealerweise eine PartikelgroRe von 100-150 nm
haben, weshalb zur homogenen  Zerkleinerung der  Partikel die
Hochdruckhomogenisation eingesetzt wurde. Der verwendete
Hochdruckhomogenisator (Microfluidizer, LV1) besteht aus einer
Hochdruckkolbenpumpe, die einen Druck von 1000 bar erzeugen kann, sowie einer

Hochdruckdispergiereinheit. Die Hochdruckhomogenisierung basiert auf mehreren

20



Methoden

Mechanismen, insbesondere auf Kavitation sowie Stromungs- und Scherkraften. Die
Kavitation beruht auf dem Bernoulli Prinzip, wonach in einem durchstromenden
System die Summe aus dynamischem und statischem Druck konstant bleibt.

Nachdem das Praemulgat Uber das Ventil eingesogen wurde, wird die Probe durch die
Hochdruckpumpe mit konstantem Druck von 1000 bar in die Interaktionskammer
gepumpt. Dabei erreicht der Produktstrom Geschwindigkeiten von bis zu 300 m/s und
wird entlang der Kanalwand starken Scherkraften ausgesetzt. Wahrend der Passage
durch den Interaktionskanal durchlauft die Probe mehrere Mikrokanale. Durch diese
Verengungen kommt es zu einer Steigerung des dynamischen Drucks bei
gleichzeitiger Abnahme des hydrostatischen Drucks (Bernoulli). Sinkt der
hydrostatische Druck unter den Dampfdruck des Dispergators, kommt es zur Bildung
von Gasblaschen. Nach Passage der Probe durch die Mikrokanale nimmt der
Durchmesser wieder zu, wodurch der hydrostatische Druck zunimmt, und der
dynamische Druck abnimmt. Es kommt zur Implosion der Gasblaschen und folglich
zur Zerkleinerung der grof3en Partikel. Nach insgesamt funf Zyklen durch den
Microfluidizer werden homogene PartikelgroRen von etwa 100 nm erreicht. Im

Anschluss wird die Nanoemulsion bei 4 °C gelagert.

3.1.2 Charakterisierung der Nanoemulsionen

Die hergestellten Nanoemulsionen werden mittels DLS Analysegerat Nanotrac Wave
Il (Microtrac) charakterisiert. Untersucht wurden dabei die PartikelgroRe, der
Polydispersitatsindex (PDI) und das Zeta-Potential (C-Potential). Die Messungen
basieren auf der dynamischen Lichtstreuung mit Laser-verstarktem Signal in
Ruckstreuung. Das DLS-Analysegerat besteht aus einem Laser, einer Sonde mit
optischem Faserkoppler, einem Y-Beam-Splitter, einer Probenkammer, einem
Saphirglas sowie einem Detektor. Der Laser wird auf das Probenvolumen nahe der
Grenzflache zwischen der Sonde und der Dispersion fokussiert, wobei ein Teil des
Laserstrahls am Saphirglas zurtck an den Photodiodendetektor reflektiert wird. Der
andere Teil durchdringt die Dispersion und wird an den Partikeln gestreut, wobei das
Streulicht in einem Winkel von 180 ° zum Detektor gelangt. Der reflektierte Laserstrahl
mischt sich mit dem Streulicht der Partikel und addiert die gro3e Amplitude des
Laserstrahls zu der kleinen Amplitude des Streusignals. Das resultierende Signal kann
durch eine Fourier-Transformation in ein lineares Frequenz-Powerspektrum

umgewandelt werden. Durch anschlieRende logarithmische Auswertung lasst sich die
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PartikelgroRenverteilung bestimmen (Microtrac MRB). Die Proben wurden 2:100
verdunnt und jeweils 10 Messzyklen durchgefuhrt.

Die Fluoreszenzstarke der Nanoemulsionen wurde mit dem iBright FL1000 bestimmt.
Hierfur wurden die Proben nebeneinander auf eine Platte aufgetragen und mittels
geeigneten Filtereinsatzen die verwendete Fluoreszenz eingestellt und die Starken

miteinander verglichen.

3.2 Modifikation von Nanoemulsionen

Die Nanoemulsionen koénnen nach ihrer Herstellung durch eine gezielte
Oberflachenmodifikation weiter funktionalisiert werden. Hierbei konnen Liganden oder
Peptide an reaktive Gruppen der PFCs gekoppelt werden. Durch die Modifikation der
Nanoemulsionen kann die Zielgerichtetheit der Emulsion beeinflusst und die
Aufnahme in spezifische Immunzellen optimiert werden. Im Folgenden werden die in

dieser Arbeit durchgefuhrten Modifikationen beschrieben.

Tabelle 8: Zusammensetzung der modifizierten PFCs

PFCs hN-Peptid CDb47 Chol-PEG Puffer
PEGPFCs Kontrolle 400 pl - - - -
PEGPECS 5 mol% 400 pi - - 1,68 mg -
PEGPFCS 10 mol% 400 pl - - 3,34 mg -
PECPFCS 20 mol% 400 pl - - 6,68 mg -
hNIPEGPECs Kontrolle 400 22,88 ug - - -
hNPESPFCs 5 mol%PEG 400 pl 22,88 g - 1,68 mg -
hNIPEGPFCs 10 mol%PEG 400 pl 22,88 ug - 3,34 mg -
hNIPEGPFCs 20 mol%PEG 400 i 22,88 pg - 6,68 mg -
CP47PFCs Kontrolle 400 pl - - - 217,14 pl
CD4TPFCs 0,1 mol% 400 pl - 43,43 g - 173,7 yl
CD47PFCs 0,25 mol% 400 pl - 108,57 pg - 108,57 pl
CP4’PECs 0,5 mol% 400 pl - 217,14 ug i i
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CD4TINPECs Kontrolle 400 pl 22,88 pg - 217,14 i
CO47INPECs 0,1 mol% 400 pl 2288ug | 43,43 ug - 1737 ul
Co47INPFCs 0,25 mol% 400 pl 22,88 ug | 108,57 ug - 108,57 pl
CD47INPFCs 0,5 mol% 400 pl 22,88 pg | 217,14 g i i

3.2.1 PEGylierung von PFCs mittels SPIT

Polyethylenglykol (PEG) wird zur Oberflachenmodifikation in die Lipidhulle der PFC-
Nanoemulsionen eingebaut. Grundsatzlich gibt es zwei Methoden zur PEGylierung
von PFCs. Zum einen uber Cholesterol-PEG2000 Welches nach Herstellung der PFCs
eingebaut wird und zum anderen mittels DSPE-PEG2000 welches bereits wahrend der
PFC-Herstellung integriert wird. In dieser Arbeit wurde Cholesterol-PEG2000 verwendet
und nachtraglich mittels Sterol-basierter post-Insertionstechnik (SPIT) in die PFCs
eingebaut. Dabei wird Cholesterol spontan in die Lipidhulle der bereits hergestellten
PFC-Nanoemulsion eingebaut. In dieser Arbeit wurden drei verschiedene
PEGylierungen hergestellt: 5 mol%, 10 mol% und 20 mol%, dafir wurde die
entsprechende Menge Cholesterol-PEG2000 den Emulsionen hinzugefugt und uber
Nacht bei 20 °C unter kontinuierlichem Schutteln inkubiert.

. Poly-Ethylen-Glykol
i’ (PEG) -—-ﬁ§% © f
A |
| C
' /) Q P
Lipidhiille \o.\ ; Lipidhille \‘\ ﬁﬂﬁ
. Fluorkern —0 _— ® Fluorkern —0
Flunrochrom/ Fluorochrom /:N_ﬁ.,-ﬂ"‘"{
“3/ \O O/ [ \7
s 5

Abb. 4: Schematische Darstellung der PEGylierung von PFCs

Links ist die PFC-Nanoemulsion mit Fluorkern, Lipidhille und Fluorochrom dargestellt, rechts wird die
Kopplung mittels Cholesterol-PEG2000 visualisiert durch Hinzufiigen der PEG-Ketten an die

Nanoemulsion.
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3.2.2 Kopplung von NG2 an MAL-PFCs

Fur die Kopplung des Neutrophilenpeptids (hN) an die PFC-Nanoemulsionen wurden
Maleimid funktionalisierte Emulsionen (M3@PFCs) hergestellt. Hierflir wurde bereits
wahrend der Herstellung der PFCs DSPE-PEG2p0—Maleimid dem Pra-Emulgat
beigefugt. Die Kopplung des Peptids erfolgt Uber eine Thiol-Maleimid-Reaktion
zwischen der terminalen Cystein-Gruppe des Peptids und der Maleimid Gruppe der
MalprCs. Das Peptid wurde im flinffachen Unterschuss bezogen auf die vorhandenen
Maleimid-Gruppen der Emulsion zugefugt und Uber Nacht bei 20 °C unter konstantem
Schutteln inkubiert. Es wurden 22,88 ug des hN-Peptids zu 400 pl der Emulsion
hinzugefugt.

3.2.3 hN-PFCs in Kombination mit einer PEGylierung

Nach Herstellung der hN-PFCs wurde die Oberflache der Emulsion zusatzlich
PEGyliert. Die PEGylierung erfolgte, wie in Abschnitt 3.2.1 beschrieben, nachtraglich
mittels Sterol-basierter post-insertions-Technik (SPIT). Es wurden drei verschiedene
PEGylierungen hergestellt: 5 mol%, 10 mol% und 20 mol%. Es wurde die
entsprechende Menge Cholesterol-PEG2000 zu den hN-PFCs gegeben und Uber Nacht
bei 20 °C unter konstantem Schutteln inkubiert.

Maleimid Maleimid

Poly-Ethylen-Glykal

L mal) {PEG) o (Mal)
hN - Peptid =y o ‘\,,‘\ hN - Peptid gy ~ o7 \\’_‘\ .
OG- o TR /O 0, o / /O
| g
Lipidhiille | ™ F b>W Lipidhiille Il ™~ : (x
\ i o J \ 2 . J
Q Fluorkern o Fluorkern —
Fluorochrom —" (.}/ Fluorochrom —" c>
=} Q ﬂ'\“'
\_/ >¥ P T
N \ o N oy
L ~ A=
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Abb. 5: Schematische Darstellung der PEGylierung von "NPFCs

Links sind nicht-PEGylierte "™NPFCs dargestellt und rechts nach einer PEGylierung mit Cholesterol-
PEG2000.

3.2.4 Herstellung einer CD47 Emulsion
Fur die Kopplung des CD47-Peptids an die Emulsion wurden Maleimid-
funktionalisierte Nanoemulsionen (M@PFCs) verwendet. Die Bindung des Peptids

erfolgt Uber eine Thiol-Maleimid-Reaktion durch Bindung mit seiner terminalen
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Cystein-Gruppe an die Maleimid-Gruppe der M@PFCs. Es wurden drei verschiedene
Verhaltnisse des CD47-Peptids zu den vorhandenen Maleimid-Gruppen getestet (1:1,
1:2 und 1:5). Hierfur wurden 217,14 ug, 108,57 pug und 43,43 ug des CD47-Peptids
jeweils zu 400 ul der Emulsion beigefugt und tber Nacht bei 20 °C unter konstantem
Schutteln inkubiert.

a
/ (Mal) / (Mal)
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»(1\ e
f"' % N Q
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N . \},_,.‘l\ . .
Lipidhiille I > Lipidhiille I )\ Cd47 -
! ~ a y S~ Peptid
\\: Fluorkern 7>,.J \: Fluorkern 7h>/‘Q~){‘]/
Fluorochrom — & Fluorochrom — 4 :
W, q 7
[\ N (L } ki N/
§ Ao = At o~

Abb. 6: Schematische Darstellung von CD47-funktionalisierten V3PFCs

In der Abbildung erkennt man links M@PFCs und rechts CD47-funktionalisierte der M2PFCs nach der
Kopplung.

3.2.5 hN-PFCs in Kombination mit dem CD47-Peptid

Zur Kombination von aktivem Targeting und CD47 wurden sowohl das
neutrophilenspezifische hN-Peptid als auch das CD47-Peptid an M3PFCs gekoppelt.
Die Kopplung wurde zweizeitig durchgefuhrt. Zunachst wurde das CD47 Peptid in den
Verhaltnissen 1:1, 1:2 und 1:5 zu jeweils 400 pl der M@PFCs hinzugefligt und fiir eine
Stunde bei 20 °C unter konstantem Schutteln inkubiert. Im Anschluss wurde das hN-
Peptid im funffachen Unterschuss bezogen auf die Maleimid-Gruppen zugegeben und
uber Nacht bei 20 °C unter konstantem Schutteln inkubiert.
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Abb. 7: Schematische Darstellung von °P4I"NPFCs

Links sind M@PFCs dargestellt und rechts nach einer zweizeitigen Kopplung mit CD47 und hN-Peptid.

3.3 Humane Immunzellen aus Vollblut

3.3.1 Ethikvotum

Die Ethikkommission der medizinischen Fakultat der Heinrich-Heine-Universitat
Dusseldorf erteilte am 08.10.2018 ein positives Ethikvotum fur die Studiennummer:
6194R. Als Probanden wurden einwilligungsfahige Erwachsene im Alter von 18-49

Jahren eingeschlossen.

3.3.2 Isolierung Immunzellen aus humanem Vollblut

Far die Versuche wurde frisch enthommenes humanes Vollblut verwendet. Zur
Isolierung der Immunzellen: neutrophile Granulozyten, Monozyten und Lymphozyten
wurde das Blut im Verhaltnis 1:2 mit Erythrozytenlysepuffer in ein 50 ml Falcon
uberfuhrt und far 10 Minuten auf Eis inkubiert. Im Anschluss wurden die Zellen bei 350
xg fir 10 Minuten zentrifugiert und der flissige Uberstand mittels Vakuumsauger
entfernt. Das zunachst vorhandene rotliche Zellpellet wurde erneut in 10 ml
Erythrozytenpuffer resuspendiert und in ein neues 10 ml Falcon uberfuhrt. Dieser
Waschschritt wurde so lange wiederholt, bis das Zellpellet weil3 und somit frei von

Erythrozyten war. AbschlieRend wurde das Zellpellet in DMEM aufgenommen.

3.4 Zellulare Aufnahme der PFCs

3.4.1 Allgemeiner Versuchsablauf mit Zeitkinetik
Die isolierten humanen Immunzellen wurden auf 2 ml Eppendorf-Gefalde (Eppis)

verteilt. Hierzu wurden jeweils 1 ml der Immunzell-DMEM-Suspension in ein Eppi
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pipettiert. Zu jedem Ansatz wurden anschlieend 10 pyl der jeweiligen Nanoemulsion
(PFCs, MALPFCs, PECPFCs, CP4PFCs, "PFCs und CP4I'NPFECs) hinzugeflgt.
Daraufhin wurden die Proben in einem Inkubator auf eine Schwenkplatte bei 37°C
konstant inkubiert. Zu definierten Zeitpunkten (0, 10, 20, 40 und 60 Minuten) wurden
jeweils 100 pl der Proben entnommen, in 2 ml MACS-Puffer aufgenommen und auf
Eis gestellt. Im Anschluss erfolgte eine Zentrifugation bei 500 xg fur 5 Minuten. Nach
Entfernung des Uberstands wurden die Zellpellets in 200 ul MACS-DAPI-Puffer
resuspendiert und erneut auf Eis gelagert. DAPI wurde als fluoreszierender Farbstoff
zur Lebend- und Tot-Differenzierung der Zellen verwendet. Im Anschluss wurden die
Proben in FACS-Rohrchen Uberfuhrt und am BD FACSCanto Il analysiert.

|]]]] I
1. Herstellung PFC- 2. Modifikation der 3. Isolierung 4. Versuch: 5. Inkubation bei 6. Analyse
Nanoemulsion PFC's —> SPIT humaner Hinzufligen PFCs zu 37°C —> im FACS
+ Immunzellen in den Immunzellen Zeitkinetik 60 min

Charakterisierung Medium

Abb. 8: Schematische Darstellung des Workflows

Zunachst werden die PFCs und MA‘PFCs am Hochdruckhomogenisator hergestellt. Es folgt die
Modifikation der Nanoemulsionen durch Kopplung von PEG, hN-Peptid und CD47, sodass folgende
Emulsionen entstehen: PFCs, MA'PFCs, PECPFCs, CP4PFCs, "™PFCs und CP¥I"NPFCs. Die
Nanoemulsionen werden daraufhin charakterisiert. Nach Isolierung der Immunzellen aus humanem
Vollblut werden die jeweiligen PFCs den Immunzellen beigefligt und fiir 60 Minuten bei 37 °C inkubiert.

Abschlief3end erfolgt die Analyse mittels Durchflusszytometrie. Hergestellt mit Biorender.com

3.4.2 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie wurde zur Analyse der =zellularen Aufnahme der
verschiedenen PFC-Nanoemulsionen in den Immunzellen verwendet. Sie basiert auf
der Detektion von ausgesendetem Streu- und Fluoreszenzlicht einzelner Zellen. Die
Immunzellen werden hierfur vorab mit spezifischen Fluoreszenzfarbstoffen versehen.
In dieser Arbeit waren die PFC-Emulsionen mit FITC und ATTO647-DPPE markiert,

Monozyten wurden uber einen CD14-Antikorper identifiziert und alle Zellen mittels
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DAPI zur Differenzierung zwischen lebenden und toten Zellen gefarbt. Die Proben in
den FACS-Rohrchen werden in die Kammer des Durchflusszytometers platziert wo die
einzelnen Zellen als Flussigkeitsstrom durch den Laser angeregt werden. Durch
Anregung der Fluorochrome fluoreszieren die mit Antikorpern markierten Zellen in
bestimmten Wellenlangenbereichen. Die emittierte Fluoreszenz ermoglicht die
Unterscheidung verschiedener Zellpopulationen. Zusatzlich werden zwei
Streulichparameter erfasst. Zum einen das Vorwartsstreulicht (FSC, Forward Scatter)
das mit der ZellgroRe und Zellform korreliert und zum anderen das Seitwartsstreulicht
(SSC, Side Scatter) das Informationen uUber die Granularitat und innere Struktur der
Zellen liefert. Ein besonderer Vorteil der Durchflusszytometrie ist, dass mehrere
tausend Zellen pro Sekunde gleichzeitig auf mehrere Parameter analysiert werden
konnen. Die Auswertung erfolgte mit der Software FlowJo (BD, Heidelberg,
Deutschland) und wurde in Form von Histogrammen und Punktdiagrammen

visualisiert.

3.5 CD47 Expression

In diesem Versuch wurde die Expression von CD47 auf der Zelloberflache von
neutrophilen Granulozyten, Monozyten und Lymphozyten untersucht. Der Versuch
wurde ex vivo an humanem Immunzellen durchgefuhrt. Wie in Kapitel 3.3 beschrieben
wurden die Immunzellen isoliert und in einer 96-Well Platte weiterverarbeitet.

Hierfur wurden jeweils 10 pl der Zell-DMEM-Suspension in 90 pyl MACS-Puffer
aufgenommen und im Anschluss fur 5 Minuten bei 400 xg zentrifugiert. Parallel wurde
ein Antikdrpergemisch aus 1 yl CD47-AK, 1 yl CD14-AK und 100 pl MACS-Puffer
hergestellt. Nach der Zentrifugation wurde das Zellpellet mit dem Antikrpergemisch
suspendiert und fur 20 Minuten bei 4 °C inkubiert. Daraufhin wurden die Proben erneut
fur 5 Minuten bei 400 xg zentrifugiert. Als weiteren Waschschritt wurde das Zellpellet
in MACS-Puffer aufgenommen und ebenfalls fur weitere 5 Minuten bei 400 xg
zentrifugiert. Als letzten Schritt wurde das Zellpellet in 100 pl DAPI-MACS-Puffer
aufgenommen, um auch hier eine Lebend-/Tot-Differenzierung zu erkennen. Die
abschliefende Messung erfolgte mittels Durchflusszytometrie. Als Kontrolle wurde ein
Ansatz ohne CD47-Antikorper verwendet, der lediglich CD14-AK, DAPI und MACS-
Puffer enthielt.
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3.6 SIRPa (CD47-Rezeptor) Expression

Im nachsten Versuch wurde analog zur CD47-Expression die Expression des CD47-
Rezeptors SIRPa auf der Zelloberflache von neutrophilen Granulozyten, Monozyten
und Lymphozyten untersucht. Er dient der Qualitdtskontrolle zur Uberpriifung, ob alle
drei Immunzellpopulationen (neutrophile Granulozyten, Monozyten und Lymphozyten)
den Rezeptor exprimieren. Der Versuchsaufbau entspricht dem in Kapitel 3.5
beschriebenen Protokoll. Nach der Isolierung der humanen Immunzellen wurden die
Zellen ebenfalls mit einem Antikorpergemisch inkubiert. Anstelle des CDA47-
Antikorpers wurde hier der CD172a/b-Antikdrper verwendet, welcher spezifisch an den
SIRPa-Rezeptor bindet. Der Antikdrper wurde auch hier in einem Verhaltnis von 1:100,
also 1 pyl CD172a/b-AK auf 100 pl MACS-Puffer, eingesetzt. Die Analyse erfolgt
abschlie3end mittels Durchflusszytometrie (FACS) wie zuvor beschrieben.
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4. ERGEBNISSE

Das Ziel dieser Dissertation ist die Optimierung des Abschirmungseffekts von PFC-
Nanoemulsionen zur Reduktion der unspezifischen Aufnahme durch phagozytotische
Zellen und zur Erhohung der Spezifitat gegenuber neutrophilen Granulozyten. Hierzu
wurden Oberflachenmodifikation mittels PEGylierung und CD47-Funktionalisierung
durchgefuhrt, um die unspezifische phagozytische Aufnahme zu reduzieren. Beide
Ansatze wurden in unterschiedlichen Konzentrationen eingesetzt, um ein optimales
Verhaltnis hinsichtlich der Abschirmung zu untersuchen.

Erganzend wurde ein neutrophilenspezifisches Peptid (hN) an die Emulsion gekoppelt,
um ein aktives Targeting der neutrophilen Granulozyten zu ermdglichen und somit
deren selektive Aufnahme zu steigern. AnschlieRend wurde analysiert, inwieweit die
Kombination dieser Strategien eine Balance zwischen reduzierter unspezifischer

Phagozytose und erhohter zielgerichteter Aufnahme ermdglicht.

4.1 Herstellung und Charakterisierung von PFCs und "A-PFCs

Zunachst wurden die fur die Arbeit benotigten PFC-Nanoemulsionen sowie Maleimid-
funktionalisierte Nanoemulsionen (MAYPFCs) hergestellt. Die Charakterisierung
erfolgte mittels dynamischer Lichtstreuung (DLS), wobei die GroRe der Partikel, der
Polydispersitatsindex (PDI) und das Zeta-Potential bestimmt wurden. Zusatzlich wurde
die Fluoreszenzintensitat der Emulsionen analysiert. In Abbildung 9 ist der Vergleich
von PFCs und MALPFCs dargestellt. Dabei zeigt sich, dass MA-PFCs sowohl eine
grolere Partikelgrof3e als auch ein negativeres Zeta-Potential aufweisen. Wahrend die
PFCs einen mittleren Durchmesser von 125 nm aufweisen, haben die MA-PFCs im
Durchschnitt 140 nm. Der Polydispersitatsindex liegt bei beiden Emulsionen bei etwa
0,14. Das Zeta-Potential betragt fur die PFCs im Mittel -20 mV, wahrend das Zeta-
Potential der MA-PFCs mit etwa -28 mV negativer ist.
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Abb. 9: Charakterisierung der PFCs

Abgebildet ist der Vergleich zwischen PFCs (blau) und MAL-PFCs (grun). Links ist die PartikelgroRe
der Emulsionen (in nm), in der Mitte der PDI und rechts das Zeta-Potential (in mV) dargestellt, deren
Parameter mittels dynamischer Lichtstreuung bestimmt wurden. Die Partikel der MAL-PFCs sind gréf3er
als die einfachen PFCs und auch das Zeta Potential ist negativer. Abgebildet sind Mittelwerte und SD
von n=3 unabhangigen Experimenten. * = p < 0,05 [Signifikanztest mittels One-Way ANOVA].

4.2 Einfluss des Mal-PEG2000-DSPE auf die passive Aufnahme durch
humane Immunzellen

Im Anschluss an die Charakterisierung der PFCs und MA‘PFCs wurde untersucht, ob
die in den MALPFCs enthaltene Grund-PEGylierung von 0,05 mol% (DSPE-PEG-
Maleimid) bereits einen Einfluss auf die zellulare Aufnahme hat. Hierfur wurden PFCs
und MALPFCs den Immunzellen ex vivo beigefligt und fir 60 Minuten bei 37 °C
inkubiert. AnschlieBend erfolgte die Analyse mittels Durchflusszytometrie. Dabei
zeigte sich, dass das mittlere Fluoreszenzsignal sowohl in neutrophilen Granulozyten
als auch insbesondere in Monozyten bei den MA-PFCs im Vergleich zu den PFCs
erhoht war (Abb. 10). Im zeitlichen Verlauf nahm das Signal in den Monozyten nach
20 Minuten sowohl bei den PFCs als auch bei den MA-PFCs wieder ab. In Lymphozyten

zeigten sich vergleichbare Fluoreszenzsignale zwischen PFCs und MA'PFCs.
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Abb. 10: Vergleich der zellularen Aufnahme von PFCs und MALPFCs
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Abgebildet ist die passive zellulare Aufnahme der PFCs (schwarz) im Vergleich zu MA-PFCs (griin). Die
Aufnahme in den Neutrophilen Granulozyten (A) und vor allem in den Monozyten (B) sind in den
MALPFCs (griin) hoher als bei den normalen PFCs. Bei den Lymphozyten (C) ist kaum ein Unterschied
ersichtlich und die PFC-Aufnahme allgemein geringer. Abgebildet sind Mittelwerte mit SD und n = 4

unabhangigen Experimenten

4.3 PEGylierung von PFCs

Im ersten Teil dieser Arbeit wurde der Einfluss der PEGylierung von PFC-
Nanoemulsionen auf die zellulare Aufnahme in humane Immunzellen (neutrophile
Granulozyten, Monozyten und Lymphozyten) mittels Durchflusszytometrie untersucht.
Bei der PEGylierung wird Polyethylenglykol (PEG) in die Lipidhulle der PFC-
Nanoemulsion eingebaut, wodurch eine Abschirmung gegenuber Serumproteinen
erreicht werden soll. Dies fuhrt zu einer reduzierten unspezifischen Aufnahme der

PFCs durch phagozytische Immunzellen.

4.3.1 Charakterisierung PEGylierter PFCs

Zur Untersuchung des Einflusses der PEGylierung wurden zunachst die
physikochemischen Eigenschaften der modifizierten Nanoemulsionen analysiert. Die
PEGylierung der PFCs wurde mittels Sterol-basierter Post-Insertions-Technik (SPIT)
durchgefuhrt. Hierbei wurde Cholesterol-PEG2000 nachtraglich in die Lipidhulle der
bereits angefertigten Emulsionen eingebaut [80]. Es wurden drei verschiedene PFC-
PEGylierungen hergestellt: 5 mol%, 10 mol% und 20 mol%. Anschlie3end erfolgte die
Charakterisierung der PEGylierten PFCs mittels dynamischer Lichtstreuung. Hierbei
wurde die PartikelgroRe, der Polydispersitatsindex (PDI) und das Zeta-Potential mit
den unpegylierten PFCs verglichen. Der Vergleich ist in Abbildung 11 dargestellt. Hier
zeigt sich, dass die PEGylierten PFCs mit einer mittleren GroRe von ungefahr 150 nm
groler als die unpegylierten PFCs sind, welche eine mittlere Grofde von etwa 125 nm
aufweisen. Der PDI ist bei allen Emulsionen bei etwa bei 0,14. Das Zeta-Potential ist
bei den PEGylierten PFCs negativer als bei den unpegylierten PFCs, die im Mittel ein
Zeta-Potential von -20 mV aufweisen. Mit zunehmender PEGylierung zeigt sich sowohl
eine Abnahme des PDI als auch des Zeta-Potentials.

32



Ergebnisse

Grolke Polydispersitat Zeta - Potential

*
140 4
120 4
015

100 :

] 00
60 4

1 005 * 3k Kk

] * ok ok

* %k
4 000 T
PFC:

PFCs 5% PEG 10%PEG 20% PEG PFCs 5% PEG 10% PEG 20% PEG 5% PEG 10% PEG 20% PEG
-PFCs -PFCs -PFCs -PFCs -PFCs -PFCs -PFCs - PFCs - PFCs

>
[o=]
(o}

e

160 4
020

=

=]
fa
8

GroBe [in nm]

Polydispersitat [PDI]

Zeta —_Potential [!'nV]

w
&
3

Abb. 11: Charakterisierung von PFCs und PE6PFCs

Abgebildet ist der Vergleich zwischen PFCs und PEGylierten-PFCs [5-,10- und 20 mol%]. Links ist die
PartikelgroRe der Emulsionen (in nm), in der Mitte der PDI und rechts das Zeta Potential (in mV)
dargestellt. Die Partikel der PEGylierten PFCs sind groRer als die unpegylierten PFCs und auch das
Zeta Potential ist negativer. Der PDI ist dhnlich. Abgebildet sind Mittelwerte und SD von n = 3
unabhangigen Versuchen. * = p < 0,05, *** = p < 0,001 [Signifikanztest mittels One-Way ANOVA].

4.3.2 Vergleich der passiven zelluliren Aufnahme von PFCs und PECPFCs
Nach Herstellung und Charakterisierung der unterschiedlich PEGylierten PFCs wurde
deren zellulare Aufnahme in neutrophile Granulozyten, Monozyten und Lymphozyten
ex vivo untersucht. Hierfur wurden Immunzellen aus humanem Vollblut isoliert und im
Anschluss mit den unterschiedlichen Emulsionen inkubiert. Zu den Zeitpunkten 0, 10,
20, 40 und 60 Minuten wurden jeweils Proben entnommen und die Aufnahme durch
Immunzellen mittels Durchflusszytometrie analysiert.

Es zeigt sich, dass unPEGylierte PFCs uber die Zeit insbesondere von Monozyten
aufgenommen wurden, wahrend die Aufnahme von neutrophilen Granulozyten
geringer ausfiel. In Lymphozyten war nahezu kein Signal nachweisbar. Im Vergleich
dazu zeigt sich bei den PEGylierten PFCs eine reduzierte Aufnahme in allen
Immunzellpopulationen, wobei insbesondere die Monozyten das schwachste Signal
aufwiesen. Mit zunehmender PEGylierung nahm die Signalstarke weiter ab. Ab einer
PEGylierung von 10 mol% zeigte sich jedoch kein relevanter Unterschied zu der 20
mol%-PEGylierung. Das wird in Abbildung 12B deutlich, in der der rote Graph (20
mol%-PEG) ein nahezu identisches Signal im Vergleich zum grunen Graphen (10
mol%-PEG) aufweist.
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Abb. 12: Zelluldre Aufnahme von PFCs und PE6PFCs ex vivo

A: Die Histogramme stellen die zelluldre Aufnahme der Immunzellen zum Zeitpunkt von 20 Minuten im
Vergleich zu der Kontrolle zum Zeitpunkt O (grau) dar. Abgebildet sind Mittelwerte mit SD von n=5
unabhangigen Experimenten. B: Abgebildet ist die Durchflusszytometrische Analyse der zellularen
Aufnahme der PFC-Emulsion (schwarz) im Vergleich zu 3 verschiedenen PEGylierungen (blau: 5 mol%
PEG, griin: 10 mol% PEG und rot: 20 mol% PEG) ex vivo. PFCs mit einem héheren PEG-Anteil weisen
eine reduzierte zellularen Aufnahme auf, insbesondere bei Monozyten und neutrophilen Granulozyten.

4.4 Aktives Targeting von humanen neutrophilen Granulozyten mittels
Targeting-PFCs

Nachdem der Einfluss des PEG auf die Aufnahme von PFCs durch Immunzellen
gezeigt werden konnte, wurde im nachsten Schritt die Kombination aus PEGylierung
und aktivem Targeting von Neutrophilen untersucht. Hierfir wurde ein
neutrophilenspezifisches Peptid (hN) verwendet, welches mittels Phagendisplay
identifiziert wurde und spezifisch an CD177 auf neutrophilen Granulozyten bindet [81].
Zur Kopplung des Peptids an die PFCs wurde das Peptid C-terminal mit einem Cystein
ausgestattet, wodurch eine Bindung mittels click-chemistry an Maleimid-Gruppen
erfolgen kann [82].

Fur die nachfolgenden Versuche wurden daher Maleimid Emulsionen (MALPFCs)
verwendet. Das DSPE-PEG2o00—Maleimid wurde bereits wahrend der Herstellung der
Nanoemulsionen dem Pra-Emulgat hinzugefugt und weist daher eine Grund-
PEGylierung von 0,05 mol% auf. Im Anschluss wurden die MA-PFCs mit dem
neutrophilenspezifischen Peptid (hN) funktionalisiert, um eine gezielte Aufnahme

durch neutrophile Granulozyten zu ermoglichen. Zusatzlich wurden nachtraglich
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verschiedene PEGylierungen mittels SPIT an den Targetingemulsionen durchgefuhrt,

um die unspezifische Aufnahme durch andere Immunzellen zu reduzieren.

4.4.1 Charakterisierung der hN-Targetingemulsionen

Nach Herstellung der "™PFCs wurden sie mittels DLS-Messung charakterisiert. Es
wurden die Partikelgrof3e, der Polydispersitatsindex (PDI) sowie das Zeta-Potential
untersucht. In Abbildung 13 ist der Vergleich zwischen MA-PFCs und "NPFCs
dargestellt. Dabei zeigt sich, dass MA-PFCs mit einem Mittelwert von ungefahr 140 nm
geringfiigig kleiner sind als "NPFCs, die je nach PEGylierung maximal einen Mittelwert
von bis zu 145 nm aufweisen. Insbesondere die 10 mol% und 20 mol% PEGylierten
hNPFCs zeigen eine groRRere PartikelgroRe als die grund-PEGylierten MA-PFCs. Die 5
mol% PEGylierten "™NPFCs weisen mit einem Mittelwert von 0,12 den kleinsten PDI
auf. Die 0,05 mol% grund-PEGylierten MALPFCs und 10 mol% PEGylierten "™PFCs
zeigen vergleichbare PDI-Werte mit einem Mittelwert von 0,14. Die 20 mol%
PEGylierten "PFCs weisen hingegen mit einem Mittelwert von etwa 0,17 den
hochsten PDI auf. Das Zeta-Potential ist bei allen drei "NPFCs negativer als bei den
MAL-PFCs und liegt bei etwa -28 mV.
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Abb. 13: Charakterisierung von "A*PFCs und "NPFCs

Dargestellt sind von links nach rechts (A) die mittlere PartikelgréRe in (nm), (B) der Polydispersiatsindex
(PDI) und (C) das Zeta-Potential fiir M**PFCs und verschiedene PEGylierungen der "NPFCs (5-, 10- und
20 mol% PEG). Die Partikel der PEGylierten "NPFCs sind groRer als die "A'PFCs und auch das Zeta
Potential ist negativer. Abgebildet sind Mittelwerte und SD von n = 3 unabhangigen Experimenten. ** =
p < 0,005, *** = p < 0,001 [Signifikanztest mittels One-Way ANOVA|.

4.4.2 Zellulare Aufnahme der Targetingemulsionen

Nach der Kopplung des hN-Peptids und anschlieBender PEGylierung der
Targetingemulsion wurde die zellulare Aufnahme in humane Immunzellen untersucht.

Die Auswertung der durchflusszytometrischen Daten zeigte ein deutliches
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Fluoreszenzsignal in den neutrophilen Granulozyten nach Inkubation mit "NPFCs,
wahrend in Monozyten und Lymphozyten nur eine geringe Signalintensitat
nachweisbar war. Die starksten Fluoreszenzsignale wurden nach 40 Minuten
gemessen. Insbesondere in den neutrophilen Granulozyten zeigte sich nach 40
Minuten eine Abnahme der Signalintensitat. Mit zunehmender PEG-Konzentration
nahm sowohl in neutrophilen Granulozyten, Monozyten, als auch Lymphozyten die
Signalintensitat ab. Die starksten Effekte wurden bei einer PEGylierung von 5 mol%
und 10 mol% beobachtet. Dabei zeigt sich, dass die PEGylierung nicht nur die
Aufnahme in Monozyten reduzierte, sondern auch die Signalintensitat in den
neutrophilen Granulozyten im Vergleich zu nicht-PEGylierten "™NPFCs abnahm (Abb.
14).
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Abb. 14: Zeitkinetik der zelluliren Aufnahme von "NPFCs ex vivo

A: Die Histogramme stellen die zelluldre Aufnahme der Immunzellen zum Zeitpunkt von 60 Minuten im
Vergleich zu der Kontrolle zum Zeitpunkt 0 (schwarz) dar. Abgebildet sind Mittelwerte mit SD von n=5
unabhangigen Experimenten. B: Abgebildet ist die zellulare Aufnahme (Fluoreszenzsignal APC) der
"NPFCs durch neutrophile Granulozyten, Monozyten und Lymphozyten in einer Zeitkinetik (0, 10, 20, 40
und 60 Minuten). Im schwarzen Graphen ist das Fluoreszenzsignal der "™PFCs im blauen Graphen von
5 mol%-pegylierten "™PFCs, im griinen Graphen von 10 mol%-pegylierten "NPFCs und im roten Graphen
von 20 mol%-pegylierten "NPFCs dargestellt. Die Kombination der PEGylierung mit dem
Neutrophilenpeptid hN zeigt, dass steigende PEGylierungsmengen das Targeting von "™PFCs
reduzieren. Dargestellt sind Mittelwerte und SD von n=5 unabhangigen Experimenten.

4.5 CD47 Peptid
Im nachsten Teil der Arbeit wurde der Einfluss des CD47-Peptids als weitere Strategie

zur Modifikation der zellularen Aufnahme von PFC-Nanoemulsionen untersucht.
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Nahezu alle korpereigenen Zellen besitzen auf ihrer Oberflache CD47, das uber sein
,don’t eat me*“Signal die Phagozytose durch Immunzellen hemmen kann [83, 84]. Die
Kopplung des CD47-Peptids an PFC-Nanoemulsionen sollte so die unspezifische
phagozytische Aufnahme durch Immunzellen, insbesondere Monozyten, reduzieren.

4.5.1 Vorkommen von CD47 auf der Zelloberflache von Immunzellen

Zur Untersuchung der CD47 Expression wurde das Vorkommen von CD47 auf der
Zelloberflache von neutrophilen Granulozyten, Monozyten und Lymphozyten ex vivo
analysiert. Die durchflusszytometrische Analyse in Abbildung 15 zeigt, dass CD47 auf
allen drei untersuchten Immunzellpopulationen nachweisbar ist. Im Vergleich zur
Kontrolle zeigten alle drei Immunzellpopulationen (neutrophile Granulozyten,
Monozyten und Lymphozyten) eine deutliche Erhohung der Fluoreszenzintensitat
nach Inkubation mit dem CD47-Antikdrper. Die hochste mittlere Fluoreszenzintensitat
wurde in den Lymphozyten mit etwa 1700, gefolgt von neutrophilen Granulozyten mit
etwas 1500 und Monozyten mit etwa 1400.
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Abb. 15: CD47 Expression auf der Zelloberflache

A-C: Abgebildet ist die Bindung der Immunzellpopulationen mit dem AK gegen CD47 (mittleres
Fluoreszenzsignal [APC]). (A) Neutrophile Granulozyten, (B) Monozyten und (C) Lymphozyten. Das
Fluoreszenzsignal spiegelt das Vorkommen des CD47 Proteins auf den Zellenpopulationen wider. Der
linke Graph stellt die Kontrolle dar (ohne AK) und rechts die Bindung des CD47-AK an die Immunzellen.
Dargestellt sind Mittelwerte mit SD von n=5 unabh&ngigen Experimenten.

4.5.2 CD47 Rezeptor Expression auf der Zelloberflache von Immunzellen

Neben der Expression von CD47 auf der Zelloberflache wurde auch die Expression
des CD47-Rezeptors SIRPa auf den Immunzellen untersucht. HierfUr wurde ein
Antikorper gegen CD172a verwendet, der spezifisch an den SIRPa-Rezeptor bindet.
Die in Abbildung 16 dargestellte durchflusszytometrische Auswertung zeigt, dass
insbesondere Monozyten mit einer mittleren Fluoreszenzintensitat von 1500 und

neutrophile Granulozyten von etwa 1250 deutliches Fluoreszenzsignal im Vergleich zu
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Kontrolle aufweisen. Demgegenuber zeigen Lymphozyten nahezu keine Zunahme der
Fluoreszenzintensitat, sodass hier kein ausgepragter Effekt nachweisbar ist.
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Abb. 16: SIRPa Expression auf der Zelloberflache

A-C: Abgebildet ist das mittlere Fluoreszenzsignal auf Immunzellen (A Neutrophile Granulozyten, B
Monozyten und C Lymphozyten) der Oberflachenexpression von CD47R (CD172a.). Der linke Graph
(grun) stellt die Kontrolle ohne Anwesenheit des AK (CD172a) gegen den CD47 Rezeptor dar und der
rechte Graph (blau) das Fluoreszenzsignal bei Anwesenheit und Bindung des AK an die CD47-
Rezeptoren der Immunzellpopulationen. Das CD172-Signal ist vor allem auf den Monozyten (B) und
Neutrophilen (A) ausgepragt und kaum auf den Lymphozyten (C). Dargestellt sind Mittelwerte mit SD
von n=5 unabhéngigen Experimenten.

4.5.3 Oberflachenmodifikation von MAL-PFCs mittels eines CD47-Peptids

Nachdem in 4.5.2 die Expression des SIRPa- Rezeptors insbesondere auf Monozyten
und neutrophile Granulozyten nachgewiesen werden konnte, wurde fur die nachsten
Versuche eine Oberflachenmodifikation der MA-PFC-Emulsionen mit dem CD47 Peptid
durchgefuhrt, um die zellulare Aufnahme vor allem in den Monozyten zu reduzieren.
Hierflir wurden MA-PFCs mit unterschiedlichen CD47 Konzentrationen (1:5, 1:2 und

1:1) untersucht und mit MA'PFCs ohne CD47 verglichen.

4.5.4 Charakterisierung der CD47-Targetingemulsionen

Die mit CD47-Peptid funktionalisierten MA-PFCs wurden mittels DLS-Messungen
charakterisiert und hinsichtlich ihrer GrofRe, ihres Polydispersionsindex sowie ihres
Zeta-Potential mit den MALPFCs verglichen. In Abbildung 17 zeigt sich, dass sowonhl
MALPFCs als auch CD47-gekoppelte VA-PFCs eine vergleichbare mittlere Partikelgrote
von etwa 140 nm aufweisen. Der PDI nimmt mit steigender CD47 Konzentration zu
und erreicht einem maximalen Wert von 0,17. Die MA-PFCs und die 1:2 CD47-
Konzentration zeigten vergleichbare PDI-Werte mit einem mittleren Wert von etwa
0,14. Die PFCs mit einer CD47 Konzentration von 1:5 wiesen mit etwa 0,12 den
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niedrigsten PDI auf. Das Zeta-Potential war bei den CD47-gekoppelten MA-PFCs
negativer als bei den MA-PFCs und lag im Mittel bei etwa -28 mV. Mit steigender CD47-
Konzentration war eine Verschiebung des Zeta-Potentials in Richtung weniger

negativer Werte zu beobachten.
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Abb. 17: Charakterisierung von "A'PFCs und CD47-gekoppelten "A-PFCs (°P4’PFCs)

Abgebildet ist der Vergleich zwischen "A'PFCs und den verschiedenen Konzentrationen der °®4’PFCs
(1:5, 1:2 und 1:1 CD47-Konzentration). Links ist die Partikelgré3e der Emulsionen (in nm), in der Mitte
der PDI und rechts das Zeta Potential (in mV) dargestellt. Die PartikelgroRe ist bei den "A-PFCs und
den P*¥’PFCs nahezu gleich groR. Der PDI nimmt mit steigender CD47 Konzentration zu. Das Zeta
Potential ist bei den CD47-MAL-PFCs negativer. Abgebildet sind Mittelwerte und SD von n = 3
unabhangigen Experimenten. *** = p < 0,001 [Signifikanztest mittels One-Way ANOVA].

4.5.5 Zellulare Aufnahme der CD47-Targetingemulsionen

Nach der Charakterisierung der mit CD47-Peptid gekoppelten MA'PFCs, wurde die
passive zellulare Aufnahme der Targetingemulsionen in humane Immunzellen
(neutrophile Granulozyten, Monozyten und Lymphozyten) ex vivo untersucht. Im
Anschluss erfolgte die Analyse mittels Durchflusszytometrie. Die Auswertung zeigt,
dass die Kopplung des CD47-Peptids zu einer moderaten Reduktion der
phagozytischen Aufnahme in Monozyten fuhrt (Abb. 18). Insbesondere bei einem
Konzentrationsverhaltnis von 1:5 zeigte sich die starkste Signalreduktion in den
Monozyten. Nach 40 Minuten lie3 sich eine Abnahme der mittleren
Fluoreszenzintensitat von etwa 700 bei der Kontrolle auf circa 550 feststellen. Zur
Hervorhebung der zuvor beschriebenen Ergebnisse ist in Abb. 19 die zellulare
Aufnahme von °P4’PFCs durch Monozyten als AUC (area under the curve) dargestellt.
Es zeigt sich, dass die CD47-Konzentration im Verhaltnis 1:5 mit der geringsten
zellularen Aufnahme einhergeht. Das CD47-Peptid zeigte keinen relevanten Effekt auf

neutrophile Granulozyten und Lymphozyten. In beiden Zellpopulationen war die
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Fluoreszenzintensitat Uber alle getesteten CD47-Konzentrationen hinweg vergleichbar
mit der Kontrollemulsion und lag bei etwa 200.
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Abb. 18: Zeitkinetik der zelluliren Aufnahme von °®4¥PFCs

A: Die Histogramme stellen die zellulare Aufnahme der Immunzellen zum Zeitpunkt von 60 Minuten im
Vergleich zu der Kontrolle zum Zeitpunkt 0 (schwarz) dar. Abgebildet sind Mittelwerte mit SD von n=5
unabhangigen Experimenten. B: Abgebildet ist die zellulare Aufnahme von °P4’PFCs durch neutrophile
Granulozyten, Monozyten und Lymphozyten in einer Zeitkinetik (0, 10, 20, 40 und 60 Minuten). Der
schwarze Graph zeigt die mittlere Fluoreszenzstarke der Kontroll-Emulsion (MA-PFCs) der blaue Graph
das Fluoreszenzsignal bei einer CD47 Konzentration von 1:5, der griine Graph von 1:2 und der rote
Graph von 1:1. Es wurden Mittelwerte mit SD von n=5 unabhangigen Experimenten dargestellt.
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Abb. 19: AUC der zelluldren Aufnahme von ¢®“’PFCs durch Monozyten

Abgebildet sind die berechneten Werte der AUC des Monozyten-Graphen aus Abbildung 18B. Das
Balkendiagramm verdeutlich mit den AUC-Werten, dass vor allem bei einer CD47-Peptid Konzentration
von 1:5 das Signal in den Monozyten niedriger ist (blauer Balken). Die AUC-Werte der 1:2 und 1:1
CDA47-Konzentration (gruiner und roter Balken) sind nur wenig reduziert im Vergleich zu der Kontrolle
(schwarzer Balken)
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4.5.6 Aktives Neutrophilentargeting in Kombination mit CD47

In dem vorherigen Experiment zur passiven zellularen Aufnahme von CDA47-
Targetingemulsionen durch humane Immunzellen (Abschnitt 4.5.5) konnte eine leichte
Reduktion der phagozytischen Aufnahme von MALPFCs durch Monozyten nach
Kopplung des CD47-Peptids beobachtet werden. Im nachsten Schritt wurde daher
eine Kombination aus CD47 und dem neutrophilenspezifischen hN-Peptid eingesetzt,
um sowohl die unspezifische Aufnahme durch Monozyten weiter zu reduzieren als
auch die Targetingspezifitat der Neutrophilen zu erhéhen. Hierfir wurden MA-PFCs
zunachst mit dem Neutrophilenpeptid funktionalisiert und anschlieBend mit
verschiedenen Konzentrationen des CD47 (1:5, 1:2 und 1:1) kombiniert.

4.5.7 Charakterisierung der cP4’I"NPFCs

Die Charakterisierung der hN/CD47-funktionalisierten-PFCs erfolgte mittels
dynamischer Lichtstreuung hinsichtlich Partikelgro3e, Polydisersitatsindex (PDI) und
Zeta-Potential im Vergleich zu den MALPFCs. In Abbildung 20 zeigt sich, dass sowohl
MALPECs als auch die hN/CD47-funktionalisierten-PFCs eine vergleichbare mittlere
PartikelgroRe von 140 nm aufweisen. Der PDI war bei den Targetingemulsionen mit
einem Mittelwert von etwa 0,15 im Vergleich zu den MALPFCs leicht reduziert. Das
Zeta-Potential der P4"I'NPFCs war deutlich negativer und lag im Mittel bei ungefahr -
42 mV, wohingegen die MA'PFCs einen mittleren Wert von -28 mV aufwiesen.

Grole Polydispersitat Zeta - Potential

*kK
140
g o
€ 100
=
— 80 if
g X
S ©
et
O 4w 1
20
0 4

P
w
[}

=

2

8
o

e
o
s

s
2

&
8

Polydispersitat [PDI]

&
=

MAL-PFCs hN-PFCs + hN-PFCs + hN-PFCs + MAL-PFCs hN-PFCs + hN-PFCs + hN-PFCs MALppc thFc hiN-| ch hN- PFC
CD47[1:5] CD47[1:2] Co4T[1:1] CD47 [1:5] CD47 [1:2] cD47 [1 1] D47 [1: 5] CD47 [1: 2] CD4A7 [1: |

Zeta — Potential [mV]

e
=
8

Abb. 20: Charakterisierung "A-PFCs und Targeting-PFCs (*°*""NPFCs)

Dargestellt sind von links nach rechts die mittlere Partikelgréf3e (in nm), der Polydispersitatsindex (PDI)
und das Zeta-Potential (in mV) von MA-PFCs und "PFCs + CD47 (1:5, 1:2 und 1:1 CD47 Konzentration).
Die PartikelgroRe ist bei den MA-PFCs und den Targeting-PFCs (°P4"I"NPFCs) nahezu gleich groRR. Der
PDI ist bei den Targeting-PFCs (°P4I"NPFCs) im Mittel etwas kleiner, das Zeta Potential hingegen
negativer. Abgebildet sind Mittelwerte und SD von n = 3 unabhangigen Experimenten. *** = p < 0,001
[Signifikanztest mittels One-Way ANOVA].

41



Ergebnisse

4.5.8 Zellulare Aufnahme der Targetingemulsionen

Im abschlieRenden Versuch dieser Arbeit wurde die zellulare Aufnahme der
CD47INPECs in humane Immunzellen (neutrophile Granulozyten, Monozyten und
Lymphozyten) ex vivo untersucht. Die Analyse der Proben erfolgt mittels
Durchflusszytometrie (Abb. 21). Das Fluoreszenzsignal in Monozyten und
Lymphozyten zeigte fiir die verschiedenen Targetingemulsionen ("PFCs+CD47)
keinen relevanten Unterschied im Vergleich zur Kontrolle ("NPFCs). Eine zusétzliche
Reduktion der phagozytischen Aufnahme durch Monozyten war nicht nachweisbar. Im
Gegensatz dazu zeigte sich in neutrophilen Granulozyten ein verstarktes
Fluoreszenzsignal bei allen drei getesteten CD47-Konzentrationen im Vergleich zur
Kontrolle, was auf eine erhohte zellulare Aufnahme und dadurch Verstarkung des
aktiven Targetings hindeutet.
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Abb. 21: Zeitkinetik der zelluliren Aufnahme von P4"NPFECs

A: Die Histogramme stellen die zelluldre Aufnahme der Immunzellen zum Zeitpunkt von 60 Minuten im
Vergleich zu der Kontrolle zum Zeitpunkt 0 (schwarz) dar. B: Dargestellt ist die zellulare Aufnahme
(Fluoreszenzsignal APC) der Targetingemulsionen von Neutrophilen, Monozyten und Lymphozyten in
einer Zeitkinetik (0, 10, 20, 40 und 60 Minuten). Der schwarze Graph zeigt das mittlere
Fluoreszenzsignal der NG2-gekoppelten Emulsion (ohne CD47-Peptid), der blaue Graph das
Fluoreszenzsignal bei einer CD47 Konzentration von 1:5, der griine Graph von 1:2 und der rote Graph
von 1:1. Im linken Graphen (neutrophile Granulozyten) erkennt man ein starkeres mittleres
Fluoreszenzsignal mit steigender Menge an CD47-Peptid im Vergleich zu der Kontrolle. In den
Monozyten und Lymphozyten ist kein Unterschied zwischen Kontrolle und CD47 Zugaben ersichtlich.
Es wurden Mittelwerte mit SD dargestellt, n=5 unabhangigen Experimenten.
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5. DISKUSSION

Die Bildgebung nimmt in der modernen Medizin eine zentrale Rolle in der Diagnostik
und auch in der Therapie ein. Besonders die spezifische Darstellung von
Entzindungsprozessen stellt jedoch weiterhin eine Herausforderung dar, da
herkdmmliche Kontrastmittel, wie beispielsweise Gadolinium oder SPIOs, in
inflammatorischem Gewebe haufig zu unspezifischen Signalveranderungen fuhren.
SPIOs sind superparamagnetische Eisenoxidpartikel, die von phagozytierenden
Zellen aufgenommen werden, insbesondere von Makrophagen und Monozyten, aber
auch von anderen phagozytierenden Zellen [85-88]. Die fehlende Zellspezifitat fuhrt
dazu, dass das detektierte Signal nicht eindeutig einer bestimmten Zellpopulation
zugeordnet werden kann, was eine Interpretation von Entzindungsprozessen
erschwert [89-91]. Zusatzlich fuhren SPIOs durch ihre Eisenpartikel zu starken
Signalabschwachungen in der MRT, welche sich als ,black holes” darstellen und eine
eindeutige Quantifizierung limitieren. Daruber hinaus fuhrt die Partikelgrof3e der SPIOs
zu einer verstarkten Opsonierung durch Plasmaproteine, was wiederum eine schnelle
Erkennung und Elimination durch phagozytierende Zellen zur Folge hat [85].
Perfluorkarbon-Nanoemulsionen (PFCs) stellen hierbei einen vielversprechenden
Ansatz dar, da sie ebenfalls Uber passive Phagozytose von Immunzellen
aufgenommen werden, jedoch im Gegensatz zu SPIOs eine hochspezifische und
hintergrundfreie Detektion mittels "°F-MRT ermdglichen. Da im menschlichen Korper
nahezu kein Fluor vorkommt, entsteht kein endogenes Hintergrundsignal, wodurch
eine eindeutige Zuordnung und Quantifizierung der Zellen maoglich ist [47, 48].

Vor dem Hintergrund, dass die zelltypspezifische Bildgebung und Therapie
zunehmend an Bedeutung gewinnen, wurde in dieser Arbeit primar die gezielte
Darstellung neutrophiler Granulozyten untersucht. Da neutrophile Granulozyten zu
den ersten Immunzellen gehoren die in das inflammatorische Gewebe migrieren,
eignen sie sich besonders gut fur eine fruhzeitige Diagnostik von Entziindungsherden
[92].

FUr eine spezifische Bildgebung ist es daher erforderlich, die unspezifische Aufnahme
der PFCs insbesondere durch Monozyten und Lymphozyten zu reduzieren und
gleichzeitig die Aufnahme in neutrophilen Granulozyten gezielt zu steigern.

Zur Umsetzung dieses Ansatzes wurden in dieser Arbeit mehrere etablierte Strategien
untersucht. Zum einen erfolgte eine PEGylierung der Nanoemulsionen zur Reduktion
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der unspezifischen zellularen Aufnahme. Zum anderen wurde eine
Oberflachenmodifikation der PFCs mittels eines CD47-Peptids zur gezielten Inhibition
der Phagozytose eingesetzt. Beide Ansatze dienen der Ausbildung sogenannter
»Stealth“-Eigenschaften, um eine Abschirmung gegenuber phagozytierenden Zellen zu
erreichen. Daruber hinaus wurde ein aktives Targeting mittels eines
neutrophilenspezifischen Peptids (hN) verwendet, um die selektive Aufnahme in
neutrophile Granulozyten zu fordern. Die Strategien wurden sowohl einzeln als auch

in Kombination untersucht.

5.1 PFC-Eigenschaften beeinflussen die passive zellulare phagozytische
Aufnahme

Perfluorkarbone sind vollstandig mit Fluor substituierte Kohlenstoffverbindungen. In
dieser Arbeit wurde Perfluor-15-kronen-5-ether (PFCE) verwendet, welches aufgrund
seiner zyklischen Struktur und gleichmafRigen Anordnung der Fluoratome besonders
gut fur die MR-Bildgebung geeignet ist. Ein wesentlicher Nachteil der Perfluorkarbone
ist ihre ausgepragte Hydrophobie, wodurch sie nicht direkt fur die medizinische
Anwendung nutzbar sind. Aus diesem Grund werden sie in Form von Nanoemulsionen
einsetzt [52]. In dieser Arbeit wurde Lipoid S75 als Emulgator verwendet, um stabile
PFC-Nanoemulsionen herzustellen. Zur Fluoreszenzmarkierungen wurde ATTO647-
DPPE bereits wahrend der Herstellung in die Nanoemulsion integriert. Die
Verwendung dieses Fluorochroms ist etabliert und wurde bereits 2010 von Srinivas et
al. beschrieben. Hier wurden die verwendeten PFC-Nanoemulsionen mit ATTO647
markiert [93].

Die in dieser Arbeit untersuchten Perfluorkarbon-Nanoemulsionen wurden zunachst
hinsichtlich  ihrer  PartikelgroRe, Polydispersitatsindex und Zeta-Potentials
charakterisiert. Dabei wurden alle hergestellten Nanoemulsionen (PFCs, MALPFCs,
PEGPFCs, CP4PFCs, "™PFCs und CP47I"NPFCs) miteinander verglichen. Die mittlere
PartikelgroRRe aller untersuchten Ansatze lag im Bereich von 125-150 nm. Fir eine
intravenose Anwendung der Nanoemulsionen ist eine PartikelgroRe von unter 200 nm
notwendig, um eine freie Passage durch das Gefald zu ermdglichen und das Risiko fur
Gefalverschlusse und Embolien zu minimieren [51]. Daruber hinaus zeigen Studien,
dass groRere Partikel tendenziell effektiver von Zellen aufgenommen werden als
kleinere Partikel [94-96]. Das lasst darauf schliel3en, dass eine kleinere Partikelgroe

fur ein aktives Targeting von neutrophilen Granulozyten wirksamer ist, da die
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unspezifische phagozytische Aufnahme durch andere Immunzellen erst mit
zunehmender Partikelgrof3e effizienter ist. Neben der PartikelgroRe wurde auch der
Polydispersitatindex untersucht, er beschreibt die Gro3enverteilung innerhalb einer
Probe. Dieser lag im Mittel bei etwa 0,12-0,17 und weist auf eine nahezu monodisperse
Verteilung der PFCs hin, was in der Literatur als vorteilhaft fur Nanoemulsionen
bewertet wird [97]. Das Zeta-Potential beschreibt die Oberflachenladung der Partikel
und lag in der Arbeit im Bereich von -20 mV bis -50 mV. Starker negativ geladene
Partikel erhdhen die Stabilitat der Dispersion der Nanoemulsion durch
elektromechanische Absto3ung wohingegen positivere Werte zu einer Aggregation
und Koaleszenz fuhren [98, 99]. Die in dieser Arbeit starker negativen Zeta-Potentiale
sprechen fur eine hohe Stabilitdt der Nanoemulsionen [100, 101]. Abschliel3end ist
festzuhalten, dass eine Optimierung der Herstellungsbedingungen sowie die
anschlieBende Charakterisierung der Nanoemulsionen wichtig waren, um eine
einheitliche und reproduzierbare Basis fur alle Experimente zu schaffen. Dadurch wird
sichergestellt, dass die Nanoemulsionen unter vergleichbaren Bedingungen
hergestellt wurden und auch die gemessenen Werte weitgehend mit den in der

Literatur beschriebenen Ubereinstimmen.

5.2 PEGylierung von PFCs reduziert die unspezifische zellulare
Aufnahme

Die PEGylierung ist eine etablierte Methode zur Oberflachenmodifikation von
Nanopartikeln, um deren Interaktion mit Immunzellen zu reduzieren. Ziel dieses
Abschnittes war es den Einfluss der PEGylierung auf die unspezifische zellulare
Aufnahme von PFC-Nanoemulsionen zu untersuchen.

Abuchowki und Davis konnten bereits 1977 die Wirkung von PEG nachweisen. Dabei
koppelte Abuchowski Polyethylenglykol kovalent an bovines Serumalbumin und
injizierte dieses anschlielfend in Kaninchen, mit dem Effekt, dass das Protein durch
die PEGylierung seine Immunitat verlor [102]. Im Jahre 1993 griff Blume dieses
Konzept auf und revolutionierte die PEGylierung entscheidend, indem er die stealth-
Eigenschaften und das aktive Targeting von Nanopartikeln naher beschrieb [103].
Zur Untersuchung der passiven zellularen Aufnahme wurden nicht-modifizierte,
unPEGylierte PFCs sowie PEGylierte PFCs ex vivo mit frisch isolierten humanen
Immunzellen bei 37 °C inkubiert. Die Ergebnisse zeigen, dass die unPEGylierten PFCs

insbesondere von neutrophilen Granulozyten und Monozyten phagozytiert werden. Im
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Gegensatz dazu konnte bei den PEGylierten PFCs, in Ubereinstimmung mit der
Literatur, signifikant eine reduzierte Aufnahme beobachten werden, insbesondere in
Monozyten. Die starkste Reduktion wurde bei einer PEGylierung von 10 % und 20 %
beobachtet, wobei zwischen beiden Konzentrationen kaum ein Unterschied
festzustellen war, obwohl die Konzentration des PEGs verdoppelt wurde. Dies
bestatigt die Annahme, dass die PEG-Ketten vor allem bei optimaler PEG-Dichte den
besten stealth-Effekt erreichen [61, 62, 104, 105]. Der sterische Effekt der PEG-Ketten
spielt dabei eine zentrale Rolle. Bei zu geringer Dichte <5 % PEG liegen die PEG-
Ketten in einer sogenannten ,mushroom“-Konfiguration vor, jedoch sind in dieser
Konformation die einzelnen PEG-Ketten zu weit voneinander entfernt, um optimal
abzuschirmen, sodass Opsonine noch binden konnen. Die optimale Dichte liegt im
Ubergangsbereich bei 7 + 2 %. Darlber hinaus, in der sogenannten ,dense brush® -
Konfiguration mit noch hoherer Dichte ist der Schutz zwar hoch, aber es kommt zu
mechanischen oder funktionellen Einschrankungen, da die Ketten an Flexibilitat
verlieren [106, 107]. Dies spricht dafur, dass bereits bei 10 % eine optimale
Abschirmung erreicht wird. Ein anderer zentraler Bestandteil des stealth-Effekts stellt
die Ausbildung einer Hydrathille durch PEGs dar. Durch die starke Hydrophilie, der
nach aullen ragenden PEG-Ketten werden uber Wasserstoffbrickenbindungen
Wassermoleklle gebunden, was zu einer beweglichen und gleichzeitig dichten
Hydrathille fuhrt. Die Hydrathllle fungiert als Barriere fur Plasmaproteine und
stabilisiert gleichzeitig. Auch hier gilt, dass in der PEG- Ketten Konformation zwischen
.mushroom“ und ,dense brush“-Typ die optimale Hydrathllle ausgebildet werden
kann. Beide Effekte wirken zusammen synergistisch und verstarken sich gegenseitig
[108-110].

In dieser Arbeit ist das ¢ -Potential durch PEGylierung mit Cholesterol-PEG negativer
geworden. Es zeigte sich eine deutliche Abnahme von -20 mV auf -37 mV. Dies steht
im Gegensatz zu vielen Literaturangaben, in denen eine PEGylierung eher mit einer
Reduktion der negativen Oberflachenladung einhergeht, da PEG selber auch neutral
ist. Ein moglicher Erklarungsansatz hierflr konnte eine strukturelle Veranderung der
Emulsionsoberflache durch Cholesterol-PEG sein, wodurch es zu einer Zunahme der
Negativierung des (-Potentials kommt. Trotz dieser Veranderung bleibt der stealth-
Effekt erhalten, was darauf hindeutet, dass sterische und sterodynamische Effekte hier

dominieren.
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5.3 Gesteigerte gezielte zellulare Aufnahme in neutrophile Granulozyten
durch Targeting-Emulsionen

Ziel dieses Abschnitts war es, die Effizienz eines aktiven Targetings auf neutrophile
Granulozyten mittels eines neutrophilen-spezifischen Peptids zu untersuchen und
dessen Effekt auf die zellulare Aufnahme von PFCs zu bewerten. Hierfur wurde ein
neutrophilenspezifisches Peptid (hN-Peptid) verwendet, dessen Sequenz bereits 1999
das erste Mal mittels Phagendisplay von Mazzucchelli beschrieben wurde [77]. Das
Neutrophilenpeptid wurde so modifiziert, dass eine Kopplung mit den PFCs moglich
ist. Hierfir wurde das Peptid N-terminal mit einem Carboxyfluorescein und C-terminal
mit einer Cystein-Gruppe versehen, was eine Thiol-Maleimid-Kopplung an die PFCs
ermoglicht. Neben Peptiden stehen auch Antikdrper und Antikorperfragmente fur ein
zelltypspezifisches Targeting zur Verfugung. Diese sind jedoch haufig mit
unerwunschten Effekten assoziiert. Insbesondere bei Antikorpern kann es zu einer
Aktivierung des Komplementsystems kommen, was ihren Einsatz einschranken kann
[111].

Das Neutrophilenpeptid hN bindet spezifisch an CD177, auch bekannt als humanes
Neutrophilen-Antigen (HNA-2a, NB1), ein 1971 erstmals beschriebenes Glykoprotein,
welches selektiv auf neutrophilen Granulozyten exprimiert wird [78, 79, 112-114].
Neutrophile Granulozyten kénnen in CD177*- und CD177-Subpopulationen unterteilt
werden [115]. Etwa 97% der gesunden Bevolkerung besitzen CD177* Neutrophile,
wobei CD177* Menschen sowohl CD177* als auch CD177~ Neutrophile aufweisen
[116]. Unter physiologischen Bedingungen liegt der Anteil CD177*-Neutrophiler bei
etwa 45-65 %, kann aber interindividuell stark variieren [117-119]. Im Rahmen von
Inflammationsprozessen kann der Anteil an CD177* Neutrophilen signifikant ansteigen
[120, 121]. Trotz ahnlicher Morphologie zeigen CD177* und CD177" neutrophile
Granulozyten Unterschiede in ihrer Genexpression und Funktionalitat [118]. So zeigen
CD177* Neutrophile beispielsweise im Rahmen von Entziindungsprozessen eine
erhohte  Migrationsfahigkeit sowie  eine  verstarkte  Freisetzung  von
Entzindungsmediatoren, was ihre zentrale Rolle in Inflammationsprozessen
unterstreicht [122].

Zur Untersuchung des kombinieren Effektes von aktivem Targeting und PEGylierung
wurden die PFCs neben der Kopplung des CD177-bindenden Neutrophilenpeptids
zusatzlich mit Cholesterol-PEG in unterschiedlichen Konzentrationen (5 mol%, 10

mol% und 20 mol%) modifiziert. Nach Inkubation der funktionalisierten PFCs mit
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isolierten humanen Immunzellen zeigte sich wie erwartet eine deutlich erhohte
Aufnahme der Targetingemulsionen in neutrophilen Granulozyten im Vergleich zu
Monozyten und Lymphozyten. Diese Ergebnisse bestatigen die Effektivitat des aktiven
Targetings Uber das CD177-bindende Peptid, das die Aufnahme internalisiert. Mit
zunehmender PEG-Konzentration nahm jedoch die zellulare Aufnahme in allen
Immunzellen ab, sodass auch das aktive Targeting bei hoherer PEGylierung deutlich
reduziert wurde. Das deutet darauf hin, dass der stealth-Effekt der PEGylierung nicht
selektiv ist und somit auch die Effizienz des aktiven Targetings beeintrachtigt. Somit
zeigt sich, dass eine Balance zwischen ausreichender Abschirmung unspezifischer
Interaktionen und der Aufrechterhaltung einer effektiven Rezeptorbindung

entscheidend fur die Optimierung solcher Nanopartikel ist.

5.4. CD47 reduziert die zellulare Aufnahme von Monozyten

Da die PEGylierung allein nicht ausreicht, um die unspezifische Phagozytose
vollstandig zu reduzieren, wurde in diesem Teil die Funktionalisierung der
Nanoemulsionen mit CD47 untersucht. Die CD47-basierte Oberflachenmodifikation
stellt einen alternativen Ansatz dar die Phagozytose gezielt zu hemmen. CDA47 ist ein
membranstandiges Protein, das durch Bindung an SIRPa-Rezeptoren auf Phagozyten
ein inhibitorisches Signal vermittelt (,don’t eat me“-Signal) und somit die Phagozytose
hemmt [83, 84]. Das bietet eine zusatzliche Maoglichkeit zur Verlangerung der
Zirkulationszeit von Nanopartikeln im Blutkreislauf [68, 69, 84]. Die Funktionalisierung
von Biomaterialien mit CD47 hat sowohl in vitro als auch in vivo bereits
vielversprechende und signifikante Ergebnisse hinsichtlich einer reduzierten
Aufnahme durch Makrophagen gezeigt [74, 83, 123, 124]. Vor diesem Hintergrund
wurde in dieser Arbeit der Einfluss von CD47 auf neutrophile Granulozyten, Monozyten
und Lymphozyten genauer untersucht. Das CD47 als Mimikry-Peptid stellt eine gute
Alternative zum ganzen Protein dar. Es handelt sich dabei um eine kurze
Aminosauresequenz, die Eigenschaften des CD47 Proteins, wie beispielsweise
Rezeptorbindung oder Zellsignale, imitiert. Der Einsatz solcher Mimikry-Peptide bietet
mehrere Vorteile, unter anderem weniger Produktionskosten, eine leichtere Kopplung
an Nanopartikel Oberflachen, bessere Modifizierbarkeit und eine hohere
Biokompatibilitat [125-127]. In dieser Arbeit wurde auch hier mit einem CD47 Peptid

von Genaxxon mit einer Reinheit von >70 % gearbeitet.
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Zunachst wurde die physiologische Expression von CD47 auf den in dieser Arbeit
untersuchten Immunzellpopulationen: neutrophile Granulozyten, Monozyten und
Lymphozyten analysiert. Hierfur wurde ein CD47-spezifischer Antikorper verwendet,
dessen Bindung mittels Durchflusszytometrie visualisiert werden konnte. Dabei zeigte
sich eine ausgepragte Expression des CD47 auf neutrophilen Granulozyten und
Monozyten, wahrend Lymphozyten eine geringere Expression aufweisen. Zur
Untersuchung einer moglichst optimalen Konzentration des CD47-Antikorpers wurden
zunachst drei Verdinnungen getestet (1:100, 1:200 und 1:500). Mit steigender CD47-
AK Konzentration nahm das gemessene Signal zu, weshalb fur diesen und den
folgenden Versuch mit einer Konzentration von 1:100 gearbeitet wurde.

Aufbauend darauf wurde im Anschluss die Expression des SIRPa-Rezeptors auf
denselben drei Immunzellpopulationen (neutrophile Granulozyten, Monozyten und
Lymphozyten) untersucht. Bereits im Jahre 1998 fand Adams et al. [70] heraus, dass
der SIRPa-Rezeptor auch auf myeloischen Zellen wie Monozyten, Granulozyten,
dendritischen Zellen und Makrophagen vorkommt. Hier zeigte sich insbesondere in
Monozyten die starkste SIRPa-Expression, gefolgt von neutrophilen Granulozyten
wahrend Lymphozyten nur eine geringe Expression aufwiesen. Dieses Ergebnis legt
nahe, dass eine CD47-Funktionalisierung der PFC-Nanoemulsionen besonders in
Monozyten eine hemmende Wirkung auf die Phagozytose entfalten konnte und somit
zu einer Reduktion der unspezifischen zellularen Aufnahme in dieser Zellpopulation
fuhrt. Gleichzeitig zeigen die Daten, dass auch neutrophile Granulozyten, wenn auch
moderat, eine Expression des SIRPa-Rezeptors aufweisen. Daraus lasst sich ableiten,
dass das vermittelte ,don’t eat me“-Signal nicht nur auf Monozyten wirkt, sondern auch
die Aufnahme durch Neutrophile beeinflussen kann. Zusatzlich weist die vorhandene
Streuung der Messwerte auf eine donor-spezifische Expression des SIRPa-Rezeptors
hin. Daraus ergibt sich, dass das Ansprechen auf eine CD47-Funktionalisierung
interindividuell variieren kann. Diese Uberlegungen zeigen, dass eine CD47-basierte
Oberflachenmodifikation zwar eine effektive Methode zur gezielten Reduktion der
unspezifischen zellularen Aufnahme darstellt, jedoch keine vollstandige
Zelltypspezifitat erreicht wird.

Im folgenden Versuch wurde der Einfluss unterschiedlicher CD47-Konzentrationen auf
die zellulare Aufnahme der Nanoemulsionen untersucht. Hierfir wurden drei Ansatze
mit den Verhaltnissen 1:1, 1:2 und 1:5 sowie eine Kontroll-Emulsion ohne CD47

verglichen. Die Ergebnisse des Inkubationsversuchs zeigen, dass die CDA47-
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Funktionalisierung zu einer leichten Reduktion der phagozytischen Aufnahme in
Monozyten fuhrt. Besonders deutlich zeigte sich dieser Effekt bei einem Verhaltnis von
1:5. Ein Verhaltnis von 1:5 bedeutet, dass eine von funf vorhandenen Maleimid-
Bindungsstellen mit dem CD47-Peptid gekoppelt wurde. Das lasst darauf schliel3en,
dass bereits eine partielle Belegung der verfugbaren Maleimid-Bindungsstellen mit
CDA47 ausreicht, um einen hemmenden Effekt auf die Phagozytose zu erreichen. Das
steht im Einklang mit der bekannten Funktion von CD47 als inhibitorisches Signal fur
phagozytische Zellen, insbesondere von Makrophagen [123, 124]. Im Gegensatz dazu
zeigte sich in neutrophilen Granulozyten und Lymphozyten kein relevanter Unterschied
in der Aufnahme zwischen den CDA47-funktionalisieten PFCs wund der
Kontrollemulsion. Dies legt nahe, dass das CD47-Peptid keinen maligeblichen
Einfluss auf die zellulare Aufnahme in diesen Zellpopulationen ausubt. Die Ergebnisse
bestatigen somit die zugrunde liegende Hypothese, wonach das CD47-Peptid die
unspezifische Aufnahme durch Monozyten reduziert, wahrend die Aufnahme in

neutrophile Granulozyten weitgehend unbeeinflusst bleibt.

5.5 Kombination von CD47 und aktivem Targeting fiihrt zu komplexen
Wechselwirkungen der Oberflachenmodifikation

Im nachsten Schritt wurde der stealth-Effekt des CD47 Peptids mit dem aktiven
Targeting von Neutrophilen kombiniert, um eine mdglichst selektive Aufnahme der
PFCs in neutrophile Granulozyten zu erreichen. Hierfur wurde zunachst das
Neutrophilenpeptid im Verhaltnis 1:5 an die Maleimid-Gruppen der MA-PFCs gekoppelt
und im Anschluss eine zusatzliche Kopplung mit dem CD47-Peptid in den bereits in
5.3 untersuchten Konzentrationen (1:5, 1:2 und 1:1) durchgefuhrt. Entgegen den
Erwartungen flhrte die Funktionalisierung mit CD47 in den Ergebnissen nicht zu einer
reduzierten Aufnahme in Monozyten oder Lymphozyten. Demgegenuber zeigte sich in
neutrophilen Granulozyten bei allen drei getesteten CD47-Konzentrationen ein
erhohtes Fluoreszenzsignal im Vergleich zur Kontrollemulsion ohne CD47. Das weist
auf eine gesteigerte zellulare Aufnahme und somit auf eine Verstarkung des aktiven
Targetings hin. Dieses Ergebnis steht im Widerspruch zu den vorherigen
Untersuchungen sowie den zugrunde liegenden biologischen Mechanismen.
Basierend auf den Ergebnissen aus Abschnitt 5.3 ware zu erwarten gewesen, dass
die CD47-Funktionalisierung insbesondere die Aufnahme in Monozyten reduziert,
wahrend die Aufnahme in neutrophilen Granulozyten unverandert oder leicht
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vermindert bleibt. Ein moglicher Erklarungsansatz konnte die Reihenfolge der
Kopplung sein. Im Versuch wurde zunachst das Neutrophilenpeptid (hN) in einer
Konzentration von 1:5 an die PFCs gekoppelt, fur die anschliellende CD47-Kopplung
konnte die Verfugbarkeit freier Maleimid-Gruppen hierdurch eingeschrankt gewesen
sein. Dies konnte dazu gefuhrt haben, dass das CD47-Peptid nicht suffizient an die
Emulsionsoberflache binden konnte und der erwartete stealth-Effekt somit ausbleibt.
Unklar bleibt dennoch die beobachtete Steigerung der Aufnahme in neutrophile
Granulozyten durch das CD47-Peptid. Dieser Effekt scheint paradox, da selbst bei
reduzierter CD47-Kopplung nicht zu erwarten ware, dass die Aufnahme hoher ausfallt
als bei einem alleinigen aktiven Targeting durch das Neutrophilenpeptid.

Neben der Reihenfolge der Kopplung konnte die Reinheit des CD47 Peptids einen
limitierenden Faktor darstellen. Die eingeschrankte Reinheit bei der Herstellung von
Peptiden ist ein bekanntes Problem. Gerade die Herstellung von Peptiden durch die
Festphasen-Peptidsynthese (SPSS) ist bekannt fur das Auftreten von
Nebenreaktionen. SPSS wurde 1963 erstmals von Merrifield [128] ausfuhrlich
beschrieben, durch eine schrittweise Synthese von Peptiden kann es zu
Nebenreaktionen wie Deletionssequenzen, Racemisierung, Aggregation oder
Oxidation kommen [129, 130]. Das in dieser Arbeit verwendete CD47-Peptid von der
Firma Genaxxon weist eine Reinheit von >70 % auf. Die durch Nebenreaktionen bei
der Peptidsynthese entstandenen Nebenprodukte kdnnten die Bindung an den SIRPa-
Rezeptor beeintrachtigen oder die nachgeschaltete Signaltransduktion storen.
Normalerweise bindet CD47 Uber seine Ig-Doméane an die N-terminale Ig-Domane des
SIRPa-Rezeptors. Dies fuhrt zu einer Aktivierung einer hemmenden
Signaltransduktion Uber Tyrosin-Phosphorylierung und Aktivierung der SRC-
homologen Phosphatasen SHP-1 und SHP-2. Diese wirken inhibitorisch auf die
Zellaktivierung und resultieren in einem ,don’t eat me“-Signal. Kommt diese Bindung
nur unzureichend zustande bleibt die inhibitorische Signalweiterleitung aus und ein
,don’t eat me“-Signal wird nicht vermittelt [131, 132]. Das resultiert darin, dass die
Phagozytose nicht effektiv unterbunden oder gehemmt wird.

Ein weiterer kritischer methodischer Aspekt betrifft die Fluoreszenzmarkierung. Die
Kopplung des CD47-Peptids an ein Fluorochrom erwies sich technisch als
anspruchsvoll, was bei der Herstellung von Peptiden nicht ungewohnlich ist. In der
Folge waren sowohl das CD47-Peptid als auch das Neutrophilenpeptid mit demselben
Fluorochrom (FITC) markiert. Aus diesem Grund wurden beide Signale im gleichen
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Detektionskanal erfasst, sodass keine eindeutige Differenzierung zwischen beiden
Peptiden moglich war und keine separaten Kontrollen durchgefuhrt werden konnten.
In Zukunft ware es daher gut diese beiden Peptide mit unterschiedlichen
Fluoreszenzmarkern zu versehen, um die Kopplung besser analysieren zu kdnnen.

In dieser Arbeit wurden drei verschiedene Strategien zur Optimierung von PFC-
Nanoemulsionen untersucht. Die PEGylierung stellt eine effektive Methode zur
Reduktion der unspezifischen zellularen Aufnahme, insbesondere in Monozyten dar.
Das aktive Targeting mittels neutrophilenspezifischem hN-Peptid konnte die
Aufnahme in neutrophile Granulozyten gezielt steigern. Die Kombination aus aktivem
Targeting und PEGylierung fuhrte neben einer Reduktion der unspezifischen zellularen
Aufnahme auch zu einer verminderten spezifischen Aufnahme und somit zu einer
Abschwachung des aktiven Targetings. Die Oberflachenmodifikation mittels des
CDA47-Peptids fuhrte zu einer moderaten Reduktion der Aufnahme in Monozyten,
wahrend die Reduktion in neutrophilen Granulozyten nur gering ausgepragt war. Eine
wesentliche Limitation dieser Strategie ist die donor- und zellspezifische Variabilitat
der SIRPa-Expression. So ist die Expression des CD47-Rezeptors auf Monozyten am
starksten vorhanden, jedoch gibt es interindividuelle Unterschiede, was die
Wirksamkeit des CD47-vermittelten Effekts einschranken kann. Die Kombination der
untersuchten Methoden flhrte nicht zu einem synergistischen Effekt, sondern zeigt
vielmehr die komplexen Wechselwirkungen zwischen aktivem Targeting und stealth-
Mechanismen. Die Ergebnisse verdeutlichen wie wichtig die Feinabstimmung
zwischen Reduktion unspezifischer Aufnahme und gleichzeitig gezielter zellularer
Aufnahme durch Targeting-Mechanismen fur eine Optimierung von PFC-

Nanoemulsionen in der Bildgebung ist.

5.6 Limitation und Ausblick

Die Ergebnisse dieser Arbeit und auch die in der Literatur beschriebenen Forschungen
zeigen, dass die Optimierung von PFCs zur gezielten und spezifischen Bildgebung
von neutrophilen Granulozyten in Entzindungsprozessen ein gro3es Potential haben.
Auch wenn die Ergebnisse dieser Arbeit vielversprechend sind, sind einige
Limitationen zu berucksichtigen.

Ein wesentlicher limitierender Faktor ist die Reinheit des verwendeten CD47-Peptids,
so konnte aktuell nur eine Reinheit von >70 % erreicht werden. Die entstehenden
Nebenprodukte kdnnen zum einen die Interaktion mit dem SIRPa-Rezeptor und damit

52



Diskussion

die spezifische Bindung beeintrachtigen. Zum anderen kann die nachgeschaltete
inhibitorische Signaltransduktion abgeschwacht werden und somit die Effektivitat der
Funktionalisierung einschranken. So konnte zukunftig die Verwendung hochreiner
Peptide die CD47-Funktionalisierung optimieren und zu einer verstarkten Reduktion
der Phagozytose fuhren. Ein zusatzlicher limitierender Faktor ist die donor- und
zellspezifische Variabilitat der SIRPa-Expression. Trotz der starksten Expression des
CDA47-Rezeptors (SIRPa) auf Monozyten, bestehen interindividuelle Unterschiede, die
zu einer variablen Wirksamkeit des CD47-vermittelten Effekts fUhren konnen und auch
die Vergleichbarkeit der Ergebnisse einschranken. Ein weiterer kritischer Punkt war
die Verwendung desselben Fluorochroms fur das neutrophilenspezifische hN-Peptid
und das CDA47-Peptid, wodurch separate Kontrollen und eine eindeutige
Differenzierung nicht moglich waren. Fur prazisere Analysen und Unterscheidungen
kann die Verwendung von verschiedenen Fluorochromen in Zukunft von Vorteil sein.
Daruber hinaus wird CD177, als Zielstruktur des neutrophilenspezifischen Peptids,
nicht auf allen neutrophilen Granulozyten exprimiert, sondern nur zu 45-65% und weist
zudem interindividuelle Unterschiede auf [117, 118]. Zwar steigt der Anteil der CD177-
positiven neutrophilen Granulozyten im Rahmen von Entzindungsreaktionen
signifikant an, dennoch kann dadurch keine einheitliche Zelladressierung
gewahrleistet werden [120, 121]. Zu berucksichtigen ist auch, dass die
Untersuchungen ausschlief3lich ex vivo und nicht in vivo durchgefuhrt wurden, weshalb
die Ubertagbarkeit nur eingeschrankt moglich ist. SchlieBlich wird das aktive Targeting
und die funktionalisierten PFC-Nanoemulsionen von vielen weiteren Faktoren
beeinflusst, wie beispielsweise Blutzusammensetzung oder Entzindungen, gerade in
Entzindungsprozessen soll die Optimierung der Nanoemulsionen einen wichtigen
Fortschritt fur die Bildgebung bringen. Daher konnten zukunftige Projekte diese
gewonnen Erkenntnisse verwenden und anhand von in vivo Modellen testen. Die
Kombination aus PEGylierung und aktivem Targeting zeigen, dass zwischen
Reduktion der unspezifischen zellularen Aufnahme und der Aufrechterhaltung eines
effizienten aktiven Targetings ein empfindliches Gleichgewicht besteht, da viele
Faktoren sich gegenseitig beeinflussen. Insgesamt zeigen die Ergebnisse, dass eine
weitere Optimierung der Oberflachenmodifikation erforderlich ist, um eine noch
spezifischere und gezieltere Adressierung neutrophiler Granulozyten zukunftig zu
ermoglichen. Dies konnte in der Medizin langfristig zur Verbesserung der Diagnostik

entzundlicher Erkrankungen beitragen.
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